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Attorney Docket No. : 10662-86US MG/lyt 
IN THE UNITED STATES PATFNT AND TRADEMARK OFFI^F 
APPLICANT : Lawrence C. SMITH EXAMINER: D. CROUCH 

SERIAL NO. : 10/019,375 ART UNIT: 1632 

FILED : March 5, 2002 

FOR : TELOPHASE ENUCLEATED OOCYTES FOR NUCLEAR TRANSFER 

* * * * * 

DECLARATION OF D fr Lawrence C. SMITH. Ph.D. 
I. Lawrence C. SMITH hereby declare and say: 

1 . I am a citizen of Canada, presently residing at 2950, Lafbntaine, 
Saint-Hyacinthe, Quebec, Canada. 

2. I am scientific researcher in the Animal Reproduction Research 
Centre of the "UNIVERSITE de MONTREAL", the owner of the above-identified 
patent. 

3. That my academic background and experiences in the field of 
the present invention are listed on the enclosed curriculum vitae. 

4. I am the inventor in the present application and have read and 
understand the specification. 
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S. That enclosed herewith is a copy of a French version of a grant 
application duly signed by Applicants and' dated Novembre 28. 1997 along with an 
Engiisb translated version. This research progress report dearly shows, more 
specify on pages 7 to to, object 3 mat the Coning method claimed in the 
Present patent application was conceived ibetore November 1996. 

6. lam familiar with both English and French languages. 



7. I have translated the 



French version of the progress report 



jond herewith into English and vertly telieve that it ia a full translation into 
English of the original French text 

8. I declare further that *jll statements made on information and 
bel,ef are believed to be true, and furthe (hat thesa statements were made with 
knowledge that « false statements and the .ike so made are puniahable by tine 
or .mpnsonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United States Code 
and such willful false statements may ^ ^ rf ^ ^ ^ 

specification or any patent issuing thereon! 



Date: ^To^ 3 f Zoo^ 




-2- 
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JOESTBTATALRE : 



TELBCOPIE 



Monsieur Jean Noreau 

Responsable de la gestion 

du programme d'aide a la recherche 



ADRESSB ; 



TEL&COPIEUR : 



Conseil des recherches ca peche et en 
agro-alimentaire du Quebec (CORPAQ) 

(418-643-4079) 



DATE : 



12 decembre 1997 



EXPEDITEUR : 



Celine Houle. agente d'administratlon 



Telephone : (514) 773-8521 poste 8437 OU 8201 
Telecopieur : (514J 778-8105 

NOMBRE TOTAL DE PAGES : 2 



OBJECT : Projet # 4438 



MESSAGE 



Veuillez prendre note que lorsque nous vous avons envoyd lc rapport de recherche du Dr Lawrence C 

^S^dSff^ " 0US av °° s ° mis d ' indiquer radresse du Df E1A2ha ^ Veui,1 ~ h 



Merci. 
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Cpnseii des recherches en peche 
et en agroalimentaire du Quebec 



DEMANDE POUR UN DEUXIEME 
RENOUVELLEMENT OU PLUS 

Ce formulaire doitetre accompagne d'un rapport d'etape 



rilTriiTr . PROGRAMME DE RECHERCHE 

ENTENTE AUXILIAIRE CANADA-QUEBEC SUR LE DEVELOPPEMENT AGROALIMENTAIRE 
Demande de subvention pour I'annee 1998-1999 



Toute demande originate doit etre presentee avec une photocopie de tous les documents soumis. 



No dossier (CORPAQ) : " ' — — . 

^38 


rxesponsaoie : 

Nom: Lawrence C, Smith 
Pr^nom: Lawrence c. 


Coresponsable {s'tl y a lieu : 

Nom: 

Pr6nom : 


Adresse . c.R.R.A. / Madecfne veterinaire 
UniversFte de Montreal 
! 3200 rue Sfcotte 

St-Hyacinthe, Quebec 
J2S 7C6 

PROJET 


Te!6phon^ 

Ind. reg. ( 51 A ) 773- 8521 Poste 8463 
T£l$cppieuc 778-8103 


THra • - 

Embryons boWns tran 5g i n ique 5 produits par transfert de noyaux de 



Duree totale 



Duree r6siduelle 



SIGNATURES 


jt Sm^nHoS 13 reche ; che • e d6roL " e normalement et conformement au projet de recherche convenu 

demande done ^ue la subvention dej;echerche soil renouvelee aux condifions aSSZ 


i_es responsaoies : 

ResponsaWe scienHfiquedkj^ro|et : 


Coresponsable scientifique du projet : 


Nom et adresse 

Voussaf ElAzhary, DMV 9 MSc, Ph.D. 
vice doyen .a la recherche et au 
dSveloppement 

UniversiM de Montreal, Fac. deMed.v 
3200 rue Sicoit^ .Str^cinthe J2S 7 
Date: / 12-12-1997 ' 


Signature de son representor* ou de sa repr6 s9 ntarue * 



200, chemin Salnte-Foy, (9 B etage) QUEBEC /GuPhPd m r A*tt 
Telephone ; (448) 646^ 9 Vellcoplf S 

Internet : http://www.agr.gouv.qc.ca/frdt/corpgq/ 



/06 20C 
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PREVISIONS DE DEFENSES 

VOLET D'APPUI A LA RECHERCHE EN PARTENARIAT 



Ca formulaire doit atra accompagne da la description du projet oti du rapport d'etape 



Demande de subvention pour I'annee 1998-99 



RESPONSABLE 



TOUTS DeMANOEORt<3tNALEOOn-£TRePFt£s£NT£EAV£C 1 PHOTOCOPIE COMPLETE 



RESPONSIBLE 

Nom: SMITH prAoom: Lawrence C. 


CORESPONSABLE 

Nom; PrAnom: 


Trrne ou proust 

Embryons bovJns transqeniques prodults par transfert de novaux de Manxes 


eel lulaires embryonna i res transfectees 


N"DU DOSSIER (CORPAQ) 

4438 



PREVISIONS DE DEPENSES* 



1. MEMBRES DE UEQUIPE 



NOMS 



CATEGORIE 



1 * 



ETUDIANTS 



a> a> 3 
cr> cj — 



c 2 « 

* a J 



MONTAMTS 
PREVUS 
199B-99 



M O NT A NTS 
PREVUS 



MONTANTS 
PREVUS 
POUfl LA DUHEE 
TOTALE DU 
PROJET— 



Etud tant au doctorat 



8 000 



A 
A 



Etudiant a la maTtrise 



5 OOP- 



Techn ? c ! en 



-4 



14 000 



A-vantages soc Faux (17%) 



4 530 



A 
A 
O 
O 
0 
0 
0 
A 
0 



Keefer, C.L. (*) 



.45 



9 7SO 



Karatzas, C.N, (*) 



.05 



3 75o 



Lazanis, A>- (*) 



.05 



Zhou, J.-F. (*) 



-07 



2 380 



Poul in, S . S Gagnon, t, (* 



)25 



4 5oo 



SOUS-TOTAL (A) 



31 590 



SOUS-TOTAL (O) 



20 380 



2. IMMOBILISATIONS (rompllr la page 2 -IMMOBILISATIONS-) 



SOUS-TOTAL. (A) 



SOUS-TOTAL (O) 



3. FOURNfTURGS ET APPROVISlONNEMENTS _ DESCRIPTION 



Object !f 1 



Objectlf 2 - Milieux, serums, anticorps, etc. 



3 0OO 



Objectlf 3 ~ Milieux, ova i res , anticorps, etc. 



8 200 



Objectlf 4 - Milieux, TE , dosage hormonal, etc. 



5 00O 



SOUS-TOTAL (A) 
SOUS-TOTAL (O) 



1 1 200 



5 000 



4. AUTRE 5 FRAIS — DESCRIPTION 



fteceveuses 



Voyages S 1 'abattoir 



18 250 
2 0OO 



Deplaqements CRRA - Nexia 



400 



SOUS-TOTAL (A) 



2 400 



SOUS-TOTAL (O) 



5. TOTAL DES PREVISIONS 



18 250 



SOUS-TOTAL (A) 



45 190 



SOUS-TOTAL (O) 



^3 63Q 



TOTAL <A +0) 



68 820 



(O f A +0) X 100"— 



■ REVENUs; s'll y a lieu 



A 
0 



0 
~A~ 
"A" 

IT 



A 
0 



0 
~A~ 

'a" 
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RESPONSABLE (suite) 



Nom: SMITH Prtnom: Lawrence 


CORESPONSABLE 

Nom; 


PftJoom: 


TTTRE DU PROjET " — 

Embryons bovins t ransg^n F ques produits par transfert de noyaux da 1 ian£es 


cellulalres emb ryonna ? res transfectfies. 


N* DU DOSSIER (CORPAQ) 
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PREVISIONS DE PEPENSES (suite) 



1. 1 






MONTANTS 

PREVUS 
2002*2003 

S 


Mn WTA KiTC 

PREVUS 
S 


3 I 

UJ UJ 


£ 

m 
35 

o 
z 


NOMS 


<£ 
UJ 

o 

UJ 


CAT^GOR IE 




JSE 
82 | 
^ -55 
E S 

£ s 

o o. 


ETUOIANTS 

ills 

S <3 £ 3 


Technicians 
De soul Ian 
Ouv/lers 


MONTANTS 
PREVUS 

9 

3 

? s 
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SOUS-TOTAL (A) 


































SOUS-TOTAL (O) 
































2- IMMOBILISATIONS (rempllr la pag© 2 -IMMOBIUSATIONS*) 


s 











30 US-TOTAL (A) 



SOUS,TOTAL (O) 

3. FOURNfTUHES ET APPROVISIONNSMENTS — DESCRIPTION 



SOUS-TOTAL (A) 



SOUS-TOTAL (O) 



4. AUTRES FRAIS — OESCRIPTTON 



SOUS-TOTAL (A) 



SOUS-TOTAL (O) 



5. TOTAL DCS PREVISIONS 



SOU3-TOTAL(A) 



SOUS-TOTAL CO) 
TOTAL (A -hO> 



REVENUS. *'llyallou 
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R£Sf»ONSAOL£ 
Norn: SM 1 TH 


PfAnom: Lawrence C . 




CO* E9PON8 A0LE 
Norm 


Pre nam: 


Time tXi PffcQJET 

Embryons bovi 


iris t ransgen I ques produits 


par cransfert do poyau^ de 1 Ign&es 


eel \ U 1 a 1 res 


embryorina i res trans fect^es 









DESCRIPTION ET JUSTIFICATION DE3 IMMOBILISATIONS 



«, oescRiKTiotM oes immobilisations" 



6.1 CortfrttKitloft <*« roro*rM*Tw prtvA 



6.2 Aid a riruiBcidr* dtm^HM 



gOUg-TOTAl A VtWTlLEfl AUNoa Cfta PAQea PRjCfiPEHTCa 





NOTE: la n^ponscbJe, I. r****r» * taui I*, partem darvent sign* c. U * # 10 flu canUB 
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Rapport d'£fapc 
Projet en deuxieme renouvellement 



1. Ti ^*^ons bevies tr^ 
cellulaires cmbryonnaires transferees 

Los ccUalas .ouches cmbryanaaircs (ES) son. udlisccs do matino pour p rod uire de s saaris 
o^gemou^ CRoberuon, 1987). La «ota iqoe utilisfe ^ „ souris 4 

celbdc, denvoos do r-w hate « dos coaulcs dara^aos ES. Eo ^ de5 alabmxa cnIre „ 
aevdappc^n, dos soarfs « dos a^aa* dorna^, „ predion * chimSres do „ t fcs 
T™ 1 " ^™»*«-» * col^os soachos cmbryonnairos (ES)n*a toajaars pas «,o rOslisoo choz cos 
dolors -d« z ,e p„«. Da™ Co Mutt f„ !s , ,os ooUules ES a'avalon, pas cantribac a U fonaadoa 
dos coUuiosecra^osCWhooIo,, ,994). P„ afl,o™, dos asocaax « « p „ duits p „ 
auolcxo do ligades ccEubaros proves d-cratayor* o. racrac d '.daKcs (Ca^baE „ a). 1996- 

»«c«les cdbdes y cornpns Us cChdcs e o™ in a,os, s „„, 8&1 cd q uo m on, idc„d q „c s o, les prab.eLs 
assaa.es aux Chores peuvea, done tea oviUs. Lo .raasfer. nudcai™ e, ,os collate soaches 
ombryor™™, servant bien plu5 offica=„ „ae ta .eehaiaaes dc ^inject!.,, pronucieai^ ac.aeUes 
poa, P^duaa da bo.aU ^aas^ao. E= a**, coat™,, a U ^oiajocdan di,oo K d'ADrTdaas 

Z '^"^ " M " SfeCa<m * H!nfcS paa™!, *T 

^aodl ah ~ teCh °""" 5 ' """^ «*— - * * 

Placodes phys, q „es <olo=tr= p „,ad»«, c»„n a geacs, iajocdoa diroce, a„ dansfecdaa reTavi^e Oa 

collate* donvoos daa. ,. toar^ca. totdgrd ^ ^ plus smWe . ^ _ 6 " 

ap P rop„oos do sa.ccaoa « do dblag. dos hgaeos eCal.has, la p.ap^ das aafcaaax .^J^T 

Nott. hypad.iso d o tt availas. q ae " les ligneos cellulairas ES boviaes traasfectdes peoveat etre 

p t ?rr par tnms& " ° uo1 ^- cmt * yo,is « - vd, ... N „« 

^as ttaas^aos oho, lo bovia a Paido do b .ochni^ do toaasfc auCoai™ avoc dos K^c 
cellulaires embryonnaires transfectees. ^ 
2, L'etat d'avancement des travaux 

dsvri ^ aV ° DS aCCOmPH ^ Pr08r ' S SUb5tantiels au de tous les objectifs proposes. Nous 

demons done atceindxe notre objectif globai a rinteneur de 1'eeheaneier in itial 
Object* 1 - e tablir et des Ugn6es cellulaires embtyonnaires ^ caract£riser ^ 

patrons d 'expression 

^ Ztablissement de ligndss cellulaires ES bovine*. 

^^T^ POW ^ 165 li8n ^ CeUuI ^ ES bovines (BBS) se sont d'abord heurtees a 
Pl^eurs obstacles, dont la diffieulte de detenniner les couches noutrlcieres a Ppr o pri ^ s et la 
coanpos^on des m Uieux de culture pour soutenir U croissance indifference Ll apr " s plieurs 
Passages. Notre technique actuelle consiste a utiliser des fibrob.astes prinWes derivi^e^brVTs d 

Pr,lev 6s a la gestation dont le developpen.en, est stoppe a 1 'aide de la 
reac.cn a un rapport no„ P ubU„ ce jour a Peffet one des fibroblastes enxbryonnahes ovins transfectes 
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1 L. C. Smith - Projet #4438 - page 2/10 

on! etd utilises avec succes par une compagnie pharmaceutiquc ecossaise (PPL Inc.) pour produire un 

mouton transgdnique, nous avons egalement etabli des lignees cellulaires de fibroblastes embryonnaires 

bovins (BEF). La lignee BEF a ete obtenue a partir d'un foetus de 50 jours dont la peau a 6t6 coupee en 

petits morceaux a l'aide d'une lame, lavee dans un milieu ES puis mise en culture. La lignee cellulaire 

BEF en est actuellement A son 14e passage et sera caracterisee sous peu. 

Les lignees ES ont ete obtenues a partir de blastocystes en expansion ou <§clos produits dans des 

gouttes du milieu de B2 de Menezo, 8 jours apres la fecondation m vitro (tableau 1). Apres l'excision 

du trophectoderme, le bouton embryonnaire (ICM) a dte place dans une boite de culture renfermant des 

couches nourricieres de fibroblastes dans un milieu de culture ES-DMEM. Ce milieu est compose de 

DMEM a forte teneur en glucose (4,5 g/1), de 2 mM de L-glutamine (aucun pyruvate de sodium) et 

tamponne avec 2,2 g/1 de bicarbonate de sodium (Gibco). On y ajoute un supplement d'acides amines 

non essentiels MEM jusqu'a concurrence de 0,1 mM, de 0,1 mM de 2-mercaptoethanol, depeniciline 

(50 IU/ml), de streptomycine (50 IU/ml) et de 15% de SVF (serum de veau KBtal) traites au charbon. 

Ce melange est depose sur des fibroblastes de souris bloques a la mitomycine-C. Contrairement a ce 

qu'on retrouve chez la souris, il ne semble pas que le maintien au stade indi£Ferenci6 des lignees ES 

bovines requiert la presence de LIF. Les boutons embryonnaires ont ete aplatis puis fix<§s a la surface 

de la boite a l'aide d'une lame de scalpel ou ils ont pu poursuivre leur croissance comme lignees 

cellulaires pendant environ 14 jours. Les milieux de culture etaient changes aux 2 a 3 jours environ. 

Des colonies se sont formees apr&s l'adh«£rence des cellules et les excroissances etaient soumises a des 

passages de maniere mecanique (excision de petits amas) ou par trypsinisation (enzyme). Comme des 

passages frequents par voie enzymatique entrainent souvent un fort pourcentage de lyse suivie d'une 

longue periode de recuperation et, oeeasionnellement, une differenciation des cellules, nous avons 

favorise les passages mecaniques pour maintenir les lignees cellulaires souches embryonnaires bovines. 

Tableau 1 - Comparaison des resultats obtenus par le passage enzymatique ou mecanique 

des lig rtges cellulaires ES sur des couches nourricieres STO ou GEF. 

Cellules ES Couche Mecanique " ~ Trypsine " ~~ 

nourricidre 

-= : Propagation Dif ferenciation Propagation Differenciation 

Bovine STO -t-M- ZZ , , j , ' ' 

2EF _ + _++ ±+ +^ 

Chevre STO -t-+ Z+ 777 - 



GEF 



Propagation: + (certain degre d'adh<Srence et de croissance) -» ++++ (croissance abondante) 

Differenciation : ^ (colonies ind»ff£renci<5es ) -> lilt- (diffi5renci<*es) 

Plusieurs lignees ES bovines ont ete mises en culture en novembre 1 996, dont la plupart 
demeurent viables et conservent leurs caracteristiques morphologiques apres 29 passages, soit, en 
moyenne, 1 passage au 13 jours (tableau 2). Un deuxieme groupe de lignees ES a ete mis en culture en 
aout 1997 etest demeure stable au cours des 5 passages suivants. Nous avons tente de produire des 
lignees cellulaires ES a partir de blastocystes bovins rdcoltes in vivo 7 jours aprts 1'oestrus. Bien que 
ces lignees aient sembl<5 normales lors des premiers passages, toutes ont commence a presenter des 
changements morphologiques indicatifs d'une differenciation au 4e ou 5e passage. II semblerait done 
que les blastocystes produits in vivo spnt moins aptes a produire des lignees cellulaires ES capables de 
supporter de longues periodes de culture sous une forme indifferenciee. Ces periodes de culture 
semblent etre un element crucial dans l'etablissement des ugnees ES bovines in vivo comme In vitro 
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, L. C. Smith - Projet #4438 - page 3 /10 

puisque la plupart de S lignees qui ont echoue o„t cogence a presenter des signes d'arrSt de la division 
cellulaire et one differenciation morphologique apres 4ou5 passages 

Tableau 2 - Li^ees eellulaires BES etablies a partir de boutons embryos .aires produits in vi[ro puis 
- culnvees sur des monocouches de fibroblastes primaires d'embryons de souris 



Caryotype 


Sexe 


2n 


3n 


4n 


60 XX 
60 XY 
60 XX 
60 XX 


femelle 

mQe 
femelle 
femelle 


90% 
94% 
70% 
70% 


10% 
aucun 
10% 
39% 


6% 
20% 
aucun 



Lignfeel 
Lignfie 2 
LignEe3 
Lignfie4 

Lors de, premie,, payees, on precede toujour, 4 la congeladon d'une partie de, cellule, 

7a "* POUV ° ir U,i " S " ■""«-« P°«» >• reeu.bWn.en, de la 

do" ■ r Tt C ° 0tamlnM,M -**-»• - ^erenciadon ultorieure. n L 

done recue0to.de, ceHules ES en a™. ,ea p.acer dan, ^ solution de DM£M , ^ 

teneur engine, a 20% de SVF e, a ,0% de g.yeero.. n „ V . pas „, d . tooiusion „ c DMSO au 
motoent de la cc.nge.adon de, cell.de, ES par-ce ,ue ce pxodui, indui, m e diflerenciadon ap,e, ,e degel 
d~ eeUu.es. U» cCules ES ,on< dement, a 4-C pendu., 2 neu« s puis on. M P ,aCe s dlna dea 
cr,ono.e, pour etre enau.te enuepoaee, pendrur, 2 hcurea 4 -20-C. Enfin, aprea 24 neures , -70-C .« 

ootLTde P „ r " °° CO ° ,e °" ^ fi0 " S °" UqUid « PU " <" » »»«» °ana une 

bo «e de PeT. de oO nun retoerman, dea couch., nou^cieres p.ongee, dan, ,e mi.ieu ES-DMEM 
(uj Caracterisation des lignees embryonnaires 

Les lignees eellulaires ES bovines ou eaprines etablies dans nos laboratoires ont ete 
caracxensees de plusieurs manieres. Une premiere caracterisation a ete effects par section des 
ngn.es qul present la .norpnologie des ceUules de bouton e m bryonnaire. A pi ^ ges 
^ ^ i,gn,es ES selectionn, eS sout caractcrisees par caryotypage afin de Verier le no^bTde 

notre technic hab.tuelle de caryotypage afin de V adapter aux caracteristiques culttuales et 
morphologies des lignees ES. Notre techni qU e de caryotypage pour les ligneos eellulaires ES 

IZZ T^ 6tal I meat des ceIlules 611 boftc de P6tri sans fibrobi — « - — . -is 

avee du ES-DMEM condaUonnes au fibroblastes de souris. Les cellules etaicnt traitees au 3e jour 

""dfsT 6 " T° iSSanCe 'r^' * °* * -od-ole pendant 12 beures a 

^ / u afin de stopper la mitose chez les cellules Aor^ 1 »^f^;^^^ ^ 

. . mes * A P r « 1 eloimnation du mihcu de culture les rpiiiii^ 

« ;r~.r" pu!s piac&s da ™ - so,u,io '' *»— «- * <** - — ^ ^ 

e. !e, eeUulea ,o». Bxee, pendant 1 heore dan, une ,o.udo„ 3:1 methauol-acide aceUque gtei.a . «. c 
Le nxaru-c ^ et .e, culnne, aon. nn re , » aecher . „ temperas de lapieee au col Je , 1, 
be .ou^ „ .e, ptaoue, son, co.orecs av.c une ao.utio. Gunaa S» pendant 5 a ,0 nZ« 

" nede ^ me, ~^^ d «^^ S «noncoi^autm,erde,m». qU eur,ceUuJ^cn mm « 
l.pho S pru,ta,e^alMe,lac w fceratine,lavin 1 entineouleSSEAI <-« m ceUulaire, comme 

avec ,e, Ugn^e, ES bovCne, ou caprine, (KeeferTj T«7, T T"""" ^ 

pho s phau,e alkaline, po,mve, Z li^ee, ES "nH ' a 6 ES S °" m 

PUJ.IUVC, res ugnoes ES eaprines preacntent un melange de cellule, nosii™. 

neganve, ^ qu .oae 5 aon. toute, nega^vea dans lea culture, ES oovinea. L vJZZZZT 
~ aua celime, epitnena.e, lea ceHnle, ES ,on, majori^on, ~^"JL^ZL^ 
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L. C. Smith - Projet #4438 - page 4/10 
un marqueur de surface des fibroblastes (ex.: cellules STO) colorie faiblement certaines lignees ES. 
L'antigene embryonnaire specifique de siade (SSEA1), un antigfene des cellules ES murines, entralne la 
coloration des lignees ES caprines; des essais seront effectuds ayec les lignees bovines. 
(Hi) Transfection des lignies embryormaires 

L'objectif de ce volet est d'optimiser les techniques de transfection pour les lignees cellulaires 
embryonnaires caprines et bovines potentielles (BES et GEF) afin, ultimement, d'obtenir des lignees 
stables qui seront utilises dans le transfer! nucleaire. Dans la premiere s«*rie d' experiences, nous avons 
utilise le gene hybride nMTnLacZ fourni par le Dr Palmiter. Le plasmide renferme le gene rapporteur 
LacZ et un signal de localisation nucldaire sous la commande du promoteur nMT. L'avantage du LacZ 
nucldaire est qu'il permet de distinguer les faux positifs, e'est-a-dire ceux qui expriment le p- 
galactosidase endogene dans le cytoplasme, des ceUules transfectees, qui expriment le gene de Ja p- 
galactosidase bact^rienne. Dans des tiavaux plus recents, nous avons eu recours au gene hybride 
CMV/eGFP (plasmide pGREEN LANTERN- 1, Life Technologies) et p-actine/eGFP. Ces genes 
hybrides renferment le gfene rapporteur Green Fluorescence Protein (GFP) de la in6duse Aequorea 
victoria, qui code pour une proteine naturellement fluorescente et ne requiert done aucun substrat de 
visualisation. Le GFP que nous utilisons a ete " humanise - (remplacement de la sequence du codon) et 
soumis a une mutation afin d'introduire la threonine a la position 65 et ainsi accroitre le pic de 
fluorescence. L'avantage d'utiliser ce gene de fluorescence comme gene rapporteur est qu'il produit 
une fluorescence verte tres lumineuse lorsque les cellules vivantes ou fixees sont illumines avec une 
lumiere bleue et done qu'il augmente la sensibility de la technique de detection. Le plasmide renferme 
ramplificateur/promoteur CMV en amont du gene GFP, le t-intron SV40 et le signal de 
polyadenylation. Un autre plasmide, 1'actme/eGFP, a ete produit. Ce plasmide a ete obtenu par 
restriction du promoteur CMV du plasmide pGREEN LANTERN- 1 et par son sous-clonage dans le 
promoteur B-actine foumi par le Dr G. Matleshewski. 

Les cellules souches embryonnaires et les fibroblastes ont ete transfectes comme suit : des amas 
de cellules provenant des lignees ont ete deposes sur des cellules nourricieres STO dans une plaque de 
6 cupules et laissees en culture pendant 1 semaine de fa 9 on a leur permettre de former des colonies. 
Les cellules ont ensuite ete transfectees a l'aide du CaP04 selon la procedure standard sauf pour un 
choc glycerique de 1 a 2 minutes en fin de 1'incubation avec le precipite de CaP04. Les complexes 
lipides-ADN ont ete obtenus par utilisation de la lipofectamine (Gibco/BRL) selon lamethode suggeree 
par le fournisseur. On retrouve au tableau 3 la quantite d'ADN utilisee (quantite absolue ou relative). 
Les complexes lipides-ADN produits a partir du DODAC/DOPE MLV's (INEX) ont <6te prepares 
ainsi : la quantite indiquee d'ADN a ete diluee dans 0,2 ml de DMEM puis melee avec la quantite 
appropriee de MLV dans 0,2 ml de DMEM (c'est-a-<Iire, 2 nmoles de lipide par microgramme d'ADN 
pour un rapport de 1 :6). Le melange a ete place dans un vortex pendant 1 0 secondes puis Iaisse pendant 
30 minutes a ]a temperature de la ptece afin de permettre la formation des complexes. Le volume a ete 
porte 0,5 ml par l'ajout de DMEM et le melange Iipide-ADN a ete verse sur les cellules qui ont ensuite 
et6 soumises a une p<*riode d'incubation de 16 a 20 heures a 37=C dans une atmosphere a 5% de C0 2 . 
Les cellules ont ensuite ete placees dans du ES-DMEM et a nouveau mises en culture pendant 24 
heures. Enfin, dies ont cte fixtSes et colonies a l'aide des techniques habituelles afin de d^tecter les 
cellules qui exprimaient la p-galactosidase. Les txansfections effectuees pour generer des lignees GEF 
stables sont essentiellement les memes que celles qui ont ete decrites ci-dessus pour les lignees MLV. 
En resume, les cellules ont ete mises en boite de Petri a une concentration de 5 x 10 s cellules par boite 
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uh 2 l^M 1 " jOUf SUi T ellCS ** IiPOfeCt ' eS ' dU ^ *"» de ^ * I'-de de 9 

ug de 1 ADN appropne et de 1 ug du p,asmide selectable C SV40/neo). Les cellules out ete mises en 

cuUure dans du DMEM a 1 OH de S W pendant les premieres 24 Heures sui vant la Hpof^on 

Tableau 3 - Transections effectuees a 1'aide du gene hybride mMTnLacZ dans des cellules 

touches embryonnaires bovin es CBES) ou caprines CGES). 

I BES mMTnLacZ MLV i " , % d^fficgeig 

1 1 n 



1 2 

2 1 

2 2 



BE S mMTnLacZ lipofectamine B f ~ 



BES mMTnLacZ MLV en ¥ } rr-: 

suspension 1 cellules n'ent pas 

surv6cues 



°ES mMTnJLacZ CaP04 

MLV 



2 



n.a. 2.5 /puirs q 
GES mMTnLacZ MLV 1 § <m 

4 o 

* Z 2 1-2 bleu 

± <1% 



ngfal d. C41S Des coion.es res^s on, «e isole^ apses 4 J.™ de ^ Les cWs r<Ssiduals 
on, «e ^se-nbies „ ^ en oultore de m „ se (^a). d „ Gpp . ^ ~" J""™* 

v.suabsanon des cellule vivames 4 l. aide a< , Inndta . onarrnee par 

Objeotif 2 - Mfee » u poijIt de5 p „ tocote „. .y.jc^.tto,, du ^ 

No S «efcmpo„ SJ nch ro ni«»l« S Bg=*»« 1 I»l a i« s bovine. Es on, pond principalemen, an, 
1 ubbsabon de la pnvabon de sennn. „ s^ssai, d-utfiiser 0,5V. da SV F dan, du ES-DMEM P»Tde 
en euibue des I ig nees pendnn, pl uaieuss jousa. Aprts des peHodea variables d-e^u d « 
fmblea eoneenbabons de SVF, .es Ugneea ebnen, renuses dana « nulieu a 20% a*= de nej^er w 
eapac«e de s Lgnees ES & poursuivre lenr eroiasanee Sana se dfiereneaer. No,. .vons observZe d" 
- -ppo^en, .a pHvabon de aennn pendan, nn. period. ^^^T 

a™ perdre eur « a reprendr. „ division een^aire e, a po^seivse ieus ^isJce de eeUuieT 
md^ene-ees. Cepend» t nne privabon de pins de 7 jonra « a se ^adnise p„ one see^eranoTpins 
len« des i le »ees e, ,a n™ de pinaienrs d-e.be ebes. r>-.nbes U.nees ES bovLs p ri vees 
P»— - diff^eien, en Usnees fibsobiasbenes q ^ ar.e.en, de se divisor aU 
passages seulement. M 4UCi> 

^ /«tfex mitotique a la suite de la privation de serum 

, „ , L 'f CCS ttaVaUX 6tait de ^terxniner si la privation de serum rcduisait le pourcemase de 

q TT nt en mitose apr6s ^ rentes p6riodes de ^ ^ - ~ 

foetal (tableau 4). Les resultats indigent une legere dirninution de ,'activite nntotique dans ,e, 24 
heures survant la privation de serum. Cependant, ractivite mitotic demeure uJL^^ k 
partu- de ce moment et pendant les 4 jours suivants la culture avec de taibles concentrations TeTw 
Une emde parallele „ de IaqueUc aucun SVJJ ^ ^ ^ ^ ^ 

d observer ou'aucune diminution ulterieure de Pactivite mitotique ne survenait Ces 0^1^!^ ie t 
done enables d e s^dapter an, conditions de culture en doublant la iongueur de W ZT ll ZZ 
60 matrons de synthase protiiniaue chez les Iignees ES bovines prices de sirum 
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Nous avons caraeterise Tactivite de synthese proteinique chez les lignees ES bovines exposees a 
de faibles concentrations de serum. Les cellules out ete placees dans les milieux de culture renfermant 
0,5% de SVF puis recoltees a des moments precis afin d'exarniner leur capacite a capter puis a 
incorporer la methionine radiomarquee dans les prolines. Les cellules recoltees ont ete incubees 
pendant 2 heures dans un milieu renfermant de la I^[ 35 S]-methionine (1 mCi/ml,>800 Ci mmol; 
Tableau 4 - Effets de la privation de serum sur Factivite mitotique des lignecs cellulaires ES 
bovines pendant les 5 jours de culture ulterieure. 





Pourcentaee de noyaux 


en mitose apres privation de serum C0_5% SVF^i 






Temoins 


Jour 1 


Jour 2 


Jour 3 


Jour 4 


Jour 5 


Lignee 1 
Lignee 2 
Lign^e 3 


3,0% 
2,0% 
5,0% 


1,5% 
2,5% 
0,5% 


3,5% 
0,5% 
1,0% 


1,0% 

1,0% 
1,5% 


2,0% 
1,0% 
2,5% 


1,0% 
Aucun 
2,0% 


Moyenne 


3,3% 


1,5% 


1,7% 


1,2% 


1,8% 


1,0% 



Amersham, Canada). Les resultats indiquent que la captation de methionine etail significativement 
accrue par la privation de serum dans les premieres 24 heures de culture (figure 1). Neanmoins, il 
semble que les cellules puissent se remettre du choc initial et revenir aux niveaux habituels de captation 
de methionine aprfcs 5 jours de culture a 0,5% de SVF et les maintenir constants pendant au moins 10 
jours de privation de serum. La synthese de nouvelles prbteines n'a pas varie de facon significative 
pendant laperiode analysee (P 7z 0,05). Cependant, nous avons observe une diminution du rapport 
captauon.incorporation apres 24 heures de culture a 0,5% de SVF, ce qui indiquerait une chute de la 
capacite des cellules privees de serum a synthetiser des prolines a partir d'un capital accru de 
precurseur des acides amines. Quoiqu'il en soil, le rapport incorporation.captation a 6t6 stabilise apres 
10 jours deprivation : les cellules seraient done en mesure de s'adapter a de faibles niveaux de SVF 
dans leur milieu de culture. 

Figure 1 Effets de la privation de serum (0,5% SVF) sur la capacite des cellules de type ES 
bovines & capter puis a synthetiser des prolines. 
Captation Incorporation Rapport inc.:capt. 

0.8 




0 1 2 5 10 
Temps post-privation (j) 



0 1 2 5 10 
Temps post-privation (j) 



1 2 5 10 
Temps post-privation 



(Hi) Stade du cycle cellulaire chez les cellules ES bovines privees de sdrum 

La cytometric en flux est utilisee de routine pour verifier a quel stade du cycle cellulaire se 
trouvent les lignees cellulaires somatiques. U faut d'abord trypsiniser les cultures afin d'obtenir une 
population de cellules individuelles, qui sont ensuite colorees a Faide d'iodure de propidium, un 
colorant specifiquc de l'ADN afm de quantifier l'ADN dans chaque cellule, n est cependant 
extremement important d'obtenir au pr«§alable une suspension de cellules exempte de tout amas. Les 
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cellules ES bovine adherent forteznent sous forme de colonies competes au support physique ce qui 
compliqu* la desagregation des cellules viables.. La methode qui a permis les meilleures lectures par 
cytometry de flux est la trypsinisation suivie d>un pipettage fin et d'un passage des cellules dans un 
filtre de nylon a maillage de 40 urn. Les cellules doivent ensuite etre fixees dans 70% d'ethanol dans 
un milieu PBS puis pcrmeabilisees a 1'aide d'une solution a 0,5% de triton pendant 1 heure a 4-C Bien 
que lc nombre de hgnees etudiees soit trop faible pour pouvoir tirer des conclusions, les resultats 
prehnnnaires semblent indiquer que les cellules ES bovines ne reagissent pas a la privation de serum 
pendant les premiers 24 heures de culture a 0,5% de SVF. Au cours du deuxieme jour de privation 
certaines lign.es demeurent inchangees alors que d'autres semblent repondre en se trausformant en'une 
populauon de cellules G2 plus representatives dW lignee proliferative. D'autrcs lignees devrom etre 
souxnxses a des plus longues periodes de privation de serum afin de determiner si la synchronisation en 
GO pent etre obtenue apres plusieurs jours de culture avec de faibles niveaux de SVF La 
synchronisation du cycle cellulaire a egalement ete accomphe chez une lignee de fibroblastes 
embryonnaires bovins. Comme il est beaucoup plus facile de separer ces fibroblastes avec la trypsin 
ces populations de cellules isol^es se pretent beaucoup mieux a la cytometric en flux q ue les hWes ' 
ES. Cette hgnee cellulaire de fibroblastes bovins a permis d'obtcnir plus de 95% de cellules en G0/G1 
dans les premiers 24 heures de culture. En outre, aucun changement dans la synchronisation du cycle 
cellulau-e n a ete observe tout au long de laperiode de privation de serum de 10 jours, 
(iv) Composition de I'histone Hi dans les cellules ES bovines prices de strum 

Le dernier aspect lie a la privation de serum qui devait etre etudie etait le degre de modification 
de la composition de la chromatine par immune cytochimie au regard de difFerentes formes d'histone 
W tuM ° m dC Uais ° n «*P°nsable de la forme solenoidale de l'ADN nucleaire. L'existence d'une 
correlation entre I'histone HI et I'activite de transcription de la chromatine a ete demontree che Z 
plus 1 eursanimaux,ycox n prische Z lebovm(Snutnetal, 1996). Une autre forme d'histone Hi laHl" 
se retrouve chez les cellules en differenciation terminale et serait egalement la forme embryonn'aire de 
1 histone HI . Notre objectif ici etait d'etudier la composition de Tinstone Hi somatique dans les 
noyaux des cellules ES bovines exposee* a de faibles concentrations dc SVF. De plus, afin de verifier 
si la privation de serum pouvait induire I'assemblage de l'Hl 0 sur la chromatine. des lignees ES 
bovmes ont ete placees dans un milieu a 0,5% de SVF pendant 10 jours et des echantillons ont ete 
prcleves a different* moments puis examines par immunohistochimie pour detecter la presence de l'Hl 
somatique et l'Hl". Ces etudes ont ete reahsees en collaboration avec le Dr Hugh Clarke du 
Departement d'obstetrique et de gynecologie de FUniversite McGifl. Avec Fanticorps anii-Hl 
somauque, nous avons p u observer une forte coloration du d6but a la fin (lOe jour) de la periode de 
Privation (0,5% SVF). Cependant, alors que FH1* etait absent du noyau des cellules privees de serum 
au cours des 5 premiers jours de culture dans un milieu a faible teneur en SVF, des le 6e jour il a 
commence a Se manifester dans les noyaux. Les cellules privees de serum subiraient done de's 
modifications do .complement d'histone de leur chromatine similaires a celles qui sont observes chez 
les cellules en differenciation terminale. Ces modifications sont pent etre necessaires a une bonne 
reprogrammation, e'est-a-dire a un retour a la totipotence de 5 noyaux des donneurs differencies 
Objectif 3 - Mise au point des protocol de transfer* de noyaux provenant de cellules 
synchxonisees 

Notre objectif ici etait de raffincr les techniques de restitution des ovocytes bovins a partir dc 
cellules ES et de donneurs de noyaux. La premiere embuche a ete d'arriver a recolter des cellules 
donneuses ES iudividuelles sans causer de dommage important a la membrane, ce qui aurait affecte ,a 
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fusion aux ovocytes receveurs. En ce moment, nous utiiisons de faibles quantites de trypsine et de 
serum de poulet parce que cela permet une desagregation suffisante. Le S ceUules sont ensuite 
" pipettees » en presence d'un milieu renfermant de la cytochalasine. Plusieurs cellules sont detruites au 
cours de ce processus, mais le nombre de cellules morphologiquement viables demeure suffisam. 
0) Mise au point d'un protocole de transfert nucUaire (TN) a I -aide d 'ovocytes actives 
La technique de transfert de noyaux dans des ovocytes en metaphase a ete largement 
perfectionnee lors d'etudes anterieures. Cependant, le principal facteur qui influence les interactions 
nucleo-cytoplasmiques suivant la fusion est le contraste entre les niveaux de MPF eleves dans le 
cytoplasme et faibles chez la cellule donneuse de noyaux, qui se trouve en interphase. Ceci favorise 
une condensation prematuree des chromosomes (CPC) de la chromatine du donneur et, dans certains 
cas, leuxpulverisation. Pour 1'eviter, les ovocytes receveurs peuvent etre actives artinciellement entre 
l'enucleation et la fusion. Cependant, plusieurs ovocytes ne repondent pas au stimulus deactivation et 
on observe alors une baisse des niveaux de MPF, qui reviennent toutefois a leur niveau preactivation 
. pen de temps apres. De plus, les ovocytes manipules doivent etre colores avec un colorant specifique 
de l'ADN puis exposes aux UV afm de s'assurer que l'enucleation a ete reussie. Nous avons mis au 
point une nouvelle technique d'enucleation des ovocytes (enucleation en telophase) : elle consiste a 
actrvex les ovocytes puis a attendre jusqu'a V extrusion du deuxiexne corps polaire avant de proceder a 
V enucleation (Bordignon et Smith, 1 997). Le fait que la plaque telophasique se positions par rapport 
au deuxieme corps polaire permet d'enucleer de maniere precise sans I'aide de colorant de l'ADN ou 
irradiation aux UV, qui sont reputes nefastes pour le developpement des embryons. Les pourcentages 
d'enucleation sont eleves lorsque cette technique est effectuee 3 h (97%), 4 h (98%) ou 5 h (92%) apres 
l'acnvation a rethanol. lis diminuaient de maniere significative avec la technique d'enucleation en 
metaphase (59%), qui suppose relimination d'environ 30% du cytoplasme autbur du premier corps 
polan-e. De 5 etudes realisees avec des blastomeres de morula a J 5 ont demontre que la technique en 
telophase etait nettement superieure a la technique en metaphase dans la cas des ovocytes secondaires 
ag6s et refroidis. 

Tableau 5 - Developpement in vitro d'embryons reconstitute a I'aide de cytoplasmes receveurs et 
de technique d'enucleation en telophase DL 

nC ° VOCyt ^ ~J&^«> Bla s^cyste " (noyaux par 

7 7, : — 1 ^ blastocyst^) (SE^ 

J^TTn 6 129(58 ' 1) 49 ^ 126,2(10,49)0 

Metaphasen 248 g «51_(S_9, 7 ) 24^16.0^ «J 

Les resultats associes a un exposant different, different de maniere significative (a,b P<0,001; c d P<0 02) 

00 Transfert nucl6aire a I'aide de cellules ES bovines 

Ces resultats nous ont permis d'entreprendre des etudes avec des cellules donneuses provenant 

de notre lignee ES bovine. Ces ceUules ES ont ete desagregees a I'aide de la technique d6crite plus tot 
purs placees dans 1'espace perivitellin d'ovocoytes enuclees et enfin exposees a un courant electrique 
qui a provoque la fusion entre la membrane du donneur et celle de S cellules receveuses. Les parametres 
electnques ont du etre ajustes parce que les cellules ES sont plus facilement lysees par le passage d'un 
courant electrique. Nous avons utilise des courants doubles de 100 usee a 1,5 Kvolts/cm qui sont 
significativement plus efficaces qu'un courant unique d'intensite ct de duree similaires. La stimulation 
eleemque doit etre appliquee aussitot que possible apres 1'insertion de la cellule donneuse de noyaux 
dans 1'espaee perivitellin si on veut obtenir une bonne fusion. Neanmoins, 1'efficacite de cette fusion 
est substantiellement plus faible chez les cellules ES que chez les blastomeres (tableau 6) Nous 
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teutons maintenant d'obtenir des solutions virales inactivees qui possedent des affiniles de fusion avec 
les cellules bovines. De la phytohemagglutinine a ete ajoutee afin d'obtenir une meilleure apposition 
des cellules donneuses de noyaux aux ooplastes enuclees au moment du passage du courant electrique 
ou de l'exposMon a la solution virale. Apres la fusion, les embryons sent cultives pendant 7 jours en 
presence du milieu de culture B2 de Menezo, auquel on ajoute un supplement de 10% de serum de veau 
foetal. 

Tableau 6 - Fusion et developpement chez des embryons bovins reconstitutes a partir de 

noyaux provenant de cellules ES bovines exposees (privees) ou non (temoins) a 
de faibles concentrations de SVF. 



n(reconstitutions) 33 42 



Metaphase II Telophase II 

T^moins Privees TCinoins PriveeT 



n(fusions) 12 



38 38 



» 11 13 



SSvisions) <36 2 %) °T (3 °5 %) (34 3 %) 

SSastocystes) ^ ^ ^ ^ 

■2®-* &® £5%} unv 



(iii) ttablissement de systeme de culture exempt de serum 

Un de nos objectifs initiaux etait d'etablirun milieu de culture defini exempt de serum. Les 
autres objectifs etaient (1) de voir si un faible niveau aimospherique d'oxygene ameliorerait les 
competences ontogeniques en l'absence de serum et (2) si les cellules epitheliales de l'oviducte bovin 
(CEOB) etaient necessaires pour obtenir un fort taux de blastocyste. Trois types de milieux de culture 
ont ete utilises dans cette etude. En resume, pour une teneur en oxygene de 20%, le milieu B2 de 
Menezo peut Stre utilise sans serum sans aucun impact sur le taux de blastocyste (tableau 7). Le TCM- 
199 additionne de 30 mg/ml constitue egalement un milieu de culture approprie pour la production de 
blastocystes (37%) meme en l'absence de serum. Dans les deux cas presents ci-dessus, 1'ajout de 
CEOB est un facteur crucial pour l'obtention d'un taux de blastocyste optimal. Par contre, a 5% 
d'oxygene, la presence de CEOB n'a pas permis d'obtenir un bon taux de blastocyste. 
Tableau 7 - Effet de 1'ajout d'un supplement de serum pendant la culture sur la production de 
blastocystes bovins in vitro 



Serum 


20 % d'oxyene 
CEOB sans CEOB 


5% 


d'oxygene 


OUI 


Blastocystes 45% 21% 
(nuclei) (119) (42) 


CEOB 
7% 
(85) 


sans CEOB 
26% 
(113) 


NON 


% Blastocystes 47% 1 7% 
(nuclei) (155) (1^ 


8% 
(81) 


28% 


Objectif 4- 


i-aracteriser les embryons produits par transfer! des noyaux 





Ce dernier volet de l'etude sera principalement realise au coure de la troisieme annee du projet. 
Neanmoins, comme nous le decrivons ci-dessous, la realisation de plusieurs elements est deja amorcee. 
(i) Utilisation des lignees cellulaires transfectdes pour le 7W 

Comme les cellules fibroblastiques embryonnaires de chevre (FEC) se prataient mieux a la 
transfection, elles out ete transfectees avec la proteine de fluorescence verte (PFV) lors d'essais 
preUminaires de transfert nucl6aire. Les cytoplasmes receveurs provenaient d' ovocytes bovins muris in 
vitro puis enuclees et les cellules donneuses etaient des cellules FEC-PFV. Comme on peut le voir au 
tableau 8 ci-dessous, certains jeunes embryons qui exprimaient la PFV ont ete obtenus. Lorsque nous 
avons utilise la lignee clonale de cellules FEC-PFV, toutes les cellules exprimaient la PFV. Les 
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cellules donneuses non fiisionnees ont pu etre facilement identifiees parcc que contrairement au 

cytoplasme receveur, elles emettaient line radiation fluorescente. Les embryons PEC positifs produits 

par microinjection pronucleaire presentent frequemment une expression en mosaique (cellules positives 

et negatives dans le rneme embryon) et une disparition de P expression de la PFV lors du 

developpement ulterieur. Des etudes en cours permettront de determiner si les embryons PFV positifs 

produits par transfer! nucleaire presentent des patrons d'expression de la PFV similaires. 

Tableau 8 - Potentiel ontogenique et caracterisation des ovocytes bovins reconstitues a partir de 

nbyaux derives de lignees de fibroblastes embryonnaires de chevre transfectes 



Donneur x cellules 
rece you ses 


n(embryons 
reconstitues) 


n(embryons de 2-8 
blaslomeres) 


n(embryons > 8 
blastomeres) 


n(ernbryons 
cxprimant la PFV) 


FEC-PFV x cyt. 
receveurs bovins 


42 


30 


2 


9 



Commentaires 

Ces resultats demontrent clairernent que la plupart des objectifs du premier volet 
du. projet ont £te atteints. Nous sommes maintenant prSts a transfecter la lignee de 
fibroblastes bovins, ce qui devrait etre suffisant pour permettxe la production d'embryons 
bovir\s transgeniques. Entre-temps, les fibroblastes d'embryons bovins conrinueront de servir 
dans fes etudes de transfection. lis seront, par ailleurs, utilises pour le transfert nucleaire des 
l'obtention de la lignee transgenique. Les embryons transgeniques reconstitues seront 
caracterises au regard de la presence du transgene puis transfer es dans des receveuses 
synchronisees. II sera alors possible de recueillir des informations sux la viabilite post- 
implantation et le potentiel de developpement a terme. 
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r N .«il^ 0 ° ES °«'ENTATlONS DE RECHERCHE VIS*ES 
(selon Jo document du CORPAQ) >^ES 

1 . 2 




3. BUTVJSE 



DUREE TOTALS 
DU PROJET 



AJDE GOUVERNEMENTALE 
DEMANDfie (estimation) 

ISO K 



contribution de 
l'organisme prive 

too k 



^^aar^'S™^"*, pour pmdaim d „ ^ 
ccllulaircs embryonnaires transferees Le! "k-1""5 1€6s ' de , no ya"x tccueillis dans des lienees 




Iignfes cellulaires derivees de ces eVnb^ons et sfle^fe*^ 0 !!. dtfv ^PPement ouSSSdL 
receveuses afin d'evaluer leur capaciteY^ ,S« Sdve S^Kf"^ 65 danS « M 



APERCU DU PROJET 



■^^Z^^V p £t iSSSffiS^SLS^ Ct f e Ncx - P- 1- P-onnd de ccs deux 
Nexia afm dc : (i) meI tre au point unc consSt ^ ? competences en biologie moleculake do 
embryonnaires bovines puisde ca^acteriser Sfe Ct (l ° ^fecterdes lignees ceCaSs 
les competences du CRRA pour : (oSmS. expression. A la Phase B, nous utiliserans 
ceUulairc de lignees cellulaire Tembryonn^s ^sfr^^ 0 ?!' 165 ^ s y«cluonisation du cySe 
noyaux provenant de cellules synch ronr s eSlfi^d^ -f 1°" t6moin ? ? » 00 pour tramferer des 
luTj^FJT J^"'^ stade blastocJst^Rn"^^ 1 "?" .iTh^'V 5 4 S ° U u tenir Ie d *velopp Cm eiu m 
au regard de la presence du gene transfer^ ~t ~r?? ' ,a P hj * Sc c » les embryons seront <£ract£ri«:£! 
afin dVSvaluer leur capacite a^pouSrv^etr dS^ ^'^l ******** des vaches rece^eSS 
x*ahs4e au CRRA et chez NexTa phases A efE^fF '""f- ^ ette dernifere P h ^e sera 
premieres annees et la phase C. au co^rs deVu-S ^^siSeTn n £X P ^jir U,,MdnnenI P 0 "^"' '<* dcu * 



PERTINENCE DU PROJET 

s. 



I " ACTDUBU1 ^^ — 

ententes^A^^ SSoS^SSt^* d * ^o-ai^entaire qudbecois Le S 



J 



5 SC5 



«ro implicative Programme. 



~ seront lnvi* a « planter u„e propositi^ 
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T1TRE 



Embryons bovins t ransgeo i ques produits par transfert de noyaux de 1 f go 6es 



eel lulalres embryonnaires transfectees 



PERTINENCE DU PROJET ( 5 uiio> 



S. IMPACT DU BUT VIS6 SUR LA FlU^RE, LA RESSOURCE ET SUR LE BIOAUMENTA1RE (suile) 



caractiSnsnques de transformation. Ainsi, I'augmentation de la concentration des prolines du lait 
permettrait d augmenter non seulement la valeur nutritionneile de ce dernier, mais aussi la quantite de 
52 m ££ C qU ° n cn Ure "- ^ Pfo^wcteur serait 6g ale merit gagnant puisqu'avec la structure actuelle 
t^^f^^ 1 Si p "/' qui vanem seIon le * composantes, il est avantageux d'uugmenter le contenu 

* transforrnateiir y trouvera aussi son compte puisque la quantite de fromage obtenue 

» augmentera sans qu'il ait a saenfier la qualite du produiL 



PERTINENCE DU PROJET £N REGARD DES ORIENTATIONS DU CQRPAQ ET DES OBJECTIFS DU VOLET ~ 

■ i T? " 1 le P ^°i ct po - nc , sur des «ni6!iorailoM techniques dans le domaine de la eeneuaue des 
1 i merS V U deVraU d ^ nC P e ™^ e & l'indusuie quebecoise de concurrence* SSmlhS 
SSSSS^^r Pay f P roducteu f s - Ce Projet comporte un element de vS ajou^e puTsqSf va 
E^^* d /^ 01 Si a composition du lait grace a des manipulations s^xiaixiT^xF^n^r 
1 efficacjte des proeddes de transformauon du lait et de favoriW lemerfence ^ou^x nroduits 
derives. Qu6bec deviendra done plus concurrenrie! sur le march Aaiti^nord w r | Cfl in P £?Xl 

pr^dulteurs mesare de fa.re concurrence aux chercheurs industriels des autrcs pays 



EFFORT SUPPLEMENTAL EN RECHERCHE OES ORGANISMES PRIVES ETACCUEIL TECHNOLOGIQUE 

Nexia Biotechnologies comprend une equipe de six chercheurs a temps plein qui travaillent a 
mettre au point des methodes de pointe en vue de produire des chevres transgeniques. Le Dr Carol 
k ^ e £ C ^" ne , exper i e ^PM*" 00 Internationale en embryologic bovine, dirige cette equipe dans un 
SM^L: 2 PJ-oducaonde chevres capables de produire des prolines bha^ceudquesr La 
I^?™^??^?,? "V "T 0 ^ sur la culture de cellules souches embryonnaires caprines. 

projet^ techniques employees dans nos laboratoires pourront done etre mises au serVice de ce 

SjnivcirJd^ MS5*Iw™f , i^ n M ,,, ? ,t par Nexia Biotechnologies et le Dr Lawrence C. Smith, de 

t^^l^o^ ? ." tr6al (CRRA). Nexia apportera ses competences en biologic de la reproduction 
nuchSairi^ S ° e " b, ° logle m °leculaire et le Dr Smith, sa vaste expedience en transfert 

Nexia Qui f m,SCS aU poim dan l le cadre de ce projet scront transferees par 

« ^ S °l e }^ tlhr t seI ° n *" Pr oc essus normal. Quebec jouit d'une position enviable dans le 
domaine de la gendtique des bovins laitiers en raison de scs excellent* programn^s de u^nsfe^ 
^n 0 7o°^V d "^™ d °^ T***^ dWlionuion genetique, II est i^rta^t de^er^ue cette 
lW^SStS aJ^, V , W,ale PU1Squ el L e sen ! ********* sous fontie de semence ou d'embryons par 
de rfK r n ^,^f ! nr.es responsables l ies producteurs pourront done conserver leurTtructure 
de regie et de production actuelles tout en produisant un lait de valeur superieure 
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Trme Embryons bovlns transg^nigues produits par transfert de noyaux de I ignees 

eel .lulaires embryonna I res t rans fectees — - - 



QRGANISMES, CHERCHEUSES ET CHERCHEURS IMPUQUES 



B. RESPONSABLE SCIENTIFIQUE DU PROJET 

Nom: SMITH Prdrte»m; Lawrence C. 


CORESPONSABLE SCIENTIFIQUE DU PROJET 

Nom: KEEFER Prdnom: Carol 


ORGANISME PRIVE OU UNIVERSITY 

University de Montreal 

! c 


TELEPHONE 

Ind. rfig. J ' | p oe j 0 

51* 773-8S21 8^63 


ADR6SSE r n p a ' ~" 

C.R.R.A. CODE POSTAL 
! Faculte de medecine vecerinaire 
Universite de Montreal 
3200 rue Sicotte, CP, 5000 

St-Hyadnthe, Quebec J2S ?c6 


9. CHERCHEUSES. CHERCHEURS IMPUQUES 

SMITH, Lawrence, C?%M V| M.Sc. Ph.D. .University de Montr^rR^ 


BORDlGNON, Vjlceu, DMV , M.Sc. 


! Universite de Montreal - CRRA 


LEVEILLEE, Carmen 


; University de Montreal - CRRA 


KEEFER, Carol, L * Ph.D, 


} Nexia Biotechnologies 


P0ULIN, Sophie, M.S. 


[.Nexia Biotechnologies 
j 


KARATZAS, Costas, Ph.D. 


' Nexfa Biotechnologies 


LA MIS, Anthoula, Ph.D, 


! Nexia Biotechnologies 


7H0U, Jiang-Feng, Ph.D. 


Nex ia Biotechnologies 


G AGN0M , Isabelle, B.Sc. 
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TlTRE 



; rob ; y ° nS b ° VinS "-.n. fl enl q u. « p rodu.ts pa< . cr T nsferE ^^rTT TT^IeT 



ORGAN1SMES , CHERCHEUSES ET CHERCHEURS IMPLI QUES < Suila , 

\Q DESCRIPTION DES OHGANISMES PBIVtS IMPLIQU6S * 



de recherX 1 de°d^^^ fiSH? * ^f?'" °" ^ danS les Unique, 

depression mammau/s^ ^3^" SSSSS^SS^ TOmb »»™« a partir de systemes 

Toronto^ la Societe Cfova«ch de iKSSnSSSZ^^S C"" M , DS Y en,un » de 

qux portent sur rembryologie des ruminarS et la science fai riere brCVCtS 61 * Cn inStancc 

^cteuf^u^ N. Kanuzas, Ph.D., 

embryologie des ruminants ucvc, °PPemeni et Carol L. Keefer, Ph.D., chercheure en chef en 

Emhlv^n^ 6 description de nos installations : 

hSJSSSSh&HSUSi dSBSSSSrS? Pr ° ?retd Ct d '^ PSie (fi,tre HEP A) equips de 

micromanipulator N Sge' l! ?3x£2£ta ^SJ3E?5^ P t ZeiM (D ? C > muni d u " 

est equipe L mlcroscope^d^^ local de chirurgie 

Biologic mol^ciilatp * 
Fcrme cf'^xodrirsnnrf 

2r s !nilTs^ ruminants : la premiere 

bovms .aiders de rUniveSte Mcol&q^^^ 

ceUu.aiSer^^ ™°l?£ l Z™^»!*™- en ^bryologie. en culture 



^~ «'J"'y»oiop ae ia giande mammaire er 

y i t K 6 ^f Crdes P™^ in es chez les espfcees laitieres 
des mfithodes de In in vivo Fast-in-MifiTet u i vUro' 



- — >CL wnpauno uc ja gianae maitimair 

*aa% % ?i^x A C ^ rnpas . flie d ^denne les brevets 
MAC-TetGMAC faciirte Evaluation du 

tt^T/* t ninlrkcriniiA ji/ . 



rendement de la aT^S ^^7^^° facifite ^valuaUondu"' 
— - J •'- ' - • i-T' .fr -!9"f • t - cs systemes dlntdret btologique permettent d'tSvaluor 

■SS fiJande mammaire. Ainsi, notre svstfcmc F as ..in.Mi 



S^SSJEte^cailSffE SSSSSSSS^ " " aT"- 31,151 qUe des produits de 

moins de trente jours deTinfomafl<^u?i?^?^ ,,fc "V"* 1 ' notre s y stiimo Fast-in-Milk foumit en 



^niposiu^^ de produits laitiers. dont 

Grace £ nos methodes de production J£n J£««L *P tentio " des marches du lait nature ou transform** 
etre 6liminee S et des fflAiffiSffifiS^ 1 ^^^ ESTf*** desirables du lait peu vein 
de lait sans lactose (LHM: heme* h„A i * 5 s lls so " t d 4> a P^sents. augments. La nrn d llt ,. !rtri 



consommateur. vproauits laitiers connexes, autres catdgories d'alimcnts) pour le 
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ORGAN1SME S, CHEflCHEUSES ET CHERCHEURS IMPUQU ES <, U j£T 



11. SIGNATURES 



autre organism*. ' ° Cen,,, ° quo ,es couls de * **vaux de recherche decrits no soru pas dafrayes per un 

A) ► DCS fteSPONSABLES 

Responsible scion lifique du pro jet 

• Law re 



AflLESl 

scion lifique du projet; / Ci\ 

nee C Smith j^y/u,^i^^^f^^ 



B) OU HEOu£«AMT: 



CorssponsatHo scionufique'du projet: 



university 



OU CD organisms 




Norn e| adrcaao 

Faculty mfidecine vecerfnaire 
Universicfi de Montreal 
3200 rue Slcocte, CP. 5000 
Sc-Hyacinth E| Quebec J? 5 7C6 



Re.tl l-fillinr, Ph.D. 
Vieo-doy^n a la rccU»rv;(io 
> de eon repreaentam ou de *a rep reeen tame 



Date: 



Le 8 Fevr I er 1 396 



C) DES PaATEnajh£5 



Nom ol adr&aao 
Jeffrey p. Turner, President & CEO 
Nex ia Biotechnologies, Inc. 
1,000 avenue St-Charles, suite 900 
Vaudreui I , QC J71/ PP5 



Signoliire da eon ^epreeeniant ou de ea repreeeniaruo 



(Revis© 95-07) 

EngDsh version avaifabte upon request 
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AVR 



Pemande de subvention pour i'annee 1996-&7 r . H ., | C 



TOUTB DEMANDS OR1GINALE DOIT ^TRE PR£SENT£E AVEC 1 PHOTOOOPIE COji/lPLif^ 



f * 



RESPONSABLE 



NOm; SMITH 



Pr6 nam: 



TJTRE DU PROJECT 



Lawrence C. 



CORE SPONS AB LE 
NO/n: 



Prdnorn: 



I PROJECT — — — ■ — — 

Ecnbryons bovins t ransggp f gues prodults par transfers de noyaux de 1 i gnfees - ce llulaire 



embryonna i res transfecc^es. 



PROVISIONS QE DEPENSES- 



N'OU DOSSfER (CORP AO) 

«iii38 



t. MEMBRES DE L tQUIPE 



NOMS 



Etudiant a u doqtorat 



Etudiant a la maTtrlse 



Techn I c f en 



Avantages sociaux (17%) 
Keefer, C.L.l ft -> 



Ka 



ratzas, C. nTT^T 



Lazanis, A.(-) 



Zhou, J.-F.(*)" 
Pouli n> S. et GagnonJJ,*) 



SOUS-TOTAL (A) 



SOUS.TOTAL (O) 



45 



05 



05 



07 



-25 



CATSGOflie 



2. IMMOBILISATIONS (rampiir la pa go 2 -IMMOBILISATIONS-) 



ETUDlANTS 



t * ft 

S S 5 I 



i 3 



SOUS-TOTAL (A) 



SOUS-TOTAL <0> 



1. FOURNITURES ET APPnov 1S lONNEMEhfrS — DESCRIPTION 



Objectif K Fournltures pjast lgaes, ADN , agents, etc 



Objectif 2. Milieux, serums, an ti corps, etc. 



Object? f 3. Milieux, ovafres, anticorps, etc 




MO NT ANTS 
PREVUS 



8 000 



5 O0Q 



14 ooo 



9 75o 



3 750 



3 000 



2 38o 



2 800 



31 590 



2 1 680 



10 636 



12 000 



7 ooo 



MONT ANTS 
PREVUS 



8 000 



5 ooo 



1 k ooo 



4 Wo 



9 750 



3 750 



3 ooo 



2 380 



2 800 



31 590 



2 1 68o 



6 OOO 



5 ooo 



MONTANTS 
PREVUS 
POUR LA OuA£e 
TOTAL E DU 
PROJET'" 



24 000 



15 ooo 



42 ooo 



13 770 



29 250 



11 250 



6 ooo 



7 i4o 



10 100 



9A 770 



63 7^0 



10 636 



18 ooo 



t 5 ooo 
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eel lulaf res embryonaa J res t ran s fee tees - 


N-DU DOSSlEft (CORPAQ) 
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Nam: SMITH 



Lawrence C* 



CORESPONSABl E 
Nam: 



TITRE DU PROJET j 

Embr yons bovins transgenigues prodults par transfert noyaux de 1 fgne 



' cellulalres embryonna i res transfect6es r 



DESCRIPTION ET JUSTIFICATION DES IMMOBILISATIONS 



N*OU DOSSIER (CORPAQ) 



6. DESCRIPTION DES IMMOBILISATIONS' 



G. t Cortlr button de forgarv*me prrv£ 



Apparel? de laboratolre 



JOU3-TOTA1, A VEMTU-ER AU No 2 DES PA*CS PRfiCEOENTES 



Incubateur O2/CO2 pour la 
culture des embryons TN dans des milieux definls 
(voir soumissioh ct-jointe). 



T. JUSTIFICATION PES IMMOBILISATIONS 



SOUS.TQTAl A VENTlLEB AU No 1 DEO p AQ& 9 PRECEOfiNTES 



10 636 



L'achat d'un Incubateur pemiettra ,a regulation des concentrations d 'oxygene et la 
culture de tous Tes embrvons ob.enus par TN sans FCS * 5% d • 0 2 . Nous croyons fer^an 
que cet appareM est essentiel pour rfcduire tes effets exc 1 us i vemen c dQs a 1 a C |V! ^ f tVo 
: n0ma,, ; S °;" rV * e5 »"« d'en^rvons clones). ' L - Un I vers 1 te de^o^IT 

« a pas les fonds n*cessalres pour .'achat de cet SquFpe.ent et I, n "y a pas d-fncuba- 

* ,a Facu,t6 pour Ia cu,ture d,embr ^ s - c^me 

Nex.a s est dSj a engage f | nanc 1 erernen t de plus 40* exToGs pour ce projet 



SIGNATURE 



RespooS-able projcL ' y ' ' 
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noyaux de l/g n 6es ceJIuIaires embryonnalres 




carafe .aftto, De nouveT ^Zs^^^Z ISL* T" y ^ * 

d'amelloration genetique. Hies permettL ^^3^,?^^ P * encore P^ important 
I'intervalle de generation^ Une de ces techn3 TSZZZ k 68 contem P° rains « <*e redu.Ye 

u^see pour ^oduire des jumeaux SltTST* Jl lT^ZZoT ™ 3 " 

resultentdu clonage a grande echelle Cp™.™w ameliorations substantives du caractere (aitier 

devenir fiab.es * " ^ C ° P 0 ^ 6 ' 36 * a " Se ' ,es techniques doivent dabord 

rapide. A ti*e cfexemp.e. oTp/ut ^d™^^ de — "» Une forte «— 

bacterid des .evures, des champ.gnonToTdes 8^^^ T ^ desHn6 ° 8 &UX humains P^ des 
approche. soft la production d'anima J* ^ Ce " U,eS mam ™'<ennes. Une autre 
laft. offre des JLaJ^™^££^ ****** 6es proteines h^rologues dans ,eur 

homplogues du laft ou presented une lesis^STroi- ?! P 9randeS quanWt<5s de P rotei ™* 

pour produire des anlrnaux tn^^^^^Z ActUu,,ement - ,a ^thode ,a plus effioace 

des zygotes. Chez les «C2^t2T ^ d>Une d'ADN dans 

ainsi transfeotes afferent .e carac^^ ^ ' ™** d * d6s ™*» 

d-une technique hautement e fficace pTp^odl^ ^ J""** d0nC SUr * mfee 30 P° int 
'"--^^^^ 
Technologie traqsgenfque 

animaux de laboratoi™. r^„ . ™ 1^ ~ 1 ~™ *« te maatmiferes domeso ques et les 

le mouton, la chevre e, p,us ZZ^ZFSSZZZZ,'? T ~ *« " 

acquierent le caractere da transgSnidttW cL«»w Jk ° deS ° eufe de sowls "«<=rolnjectes • 

soever* de 00ptai du^C^l" m ^ Sene - ,n ^ rt *" s «" * ^omosomes a.. 

vhnt altera, un gene .rriogana : Cast la m^uon dTnS™ n - ! n0mbre * Cas ' c8,te lna 9 ra «=n 

l«hates si homozygcas.. Un feb ,e «aux SSSiTSSlS 'eaesslves, alias son. Mguammant 
-sg^a.n.d.,^,,^^,^^ 

bouioo amt»yo„„aIra d u blastocyste iCS^S!LZS ^ ""^ •»*»*«»«»« «ans le 
cellulaires Indifterendaea. Lersqu'elles lnU *™«<' » •*» ™us forme da llgnaes 

-^"-Miw^.LJjrSSS^ U "~ h B f P"Nec 0m eu aggra^on. e„es 
lupes de ussus chez la chimera adult., , oonZ.^Z' , ff PBU " enl d0nner * <°us "« 
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compris le hamster^, le mt». le vison^is, | e moutome.tr, te porci7-2i. et . e bavins™. se u)es les cellules ES de 
souns se sont averees capables da contribuer a la formation de lignees germinales. 

II est possible d'effectuer des manipulations genetiques des cellules ES in vitro, de selectibnner les cellules 
pr&emantune bonne integration de la construction genique. de les propager, de les congeler dans une banque de 
cellules et de fransmettre a des animaux les caracteres associes aux constructions geniques par Pintermedfalre 
de ch,meres Le transfert de genes a des souris a ete realise de cette fagon^. Le principal avantage de cette 
technique est de permettre la modification directe des genes endogenes appelee ciblage de genes^. Si I'ADN ainsi 

ex^nlTttZn S ,^ enCe ? h0m ° ,0gues aux S ^ ences endogenes, il peut y avoir recombinaison entre I'ADN 
exogene et endogene. integration par recombinaison homologue est beaucoup moins frequente que .'integration 
au hasard. C est pourquoi, on utilise habituenement une combinaison de techniques de selection, d'ennchissement 

de genes dans les cellules ES puis de transmission des lignees germinales par Hntermediaire de chlmeres. 

otS^Tn. 3 ^ *™ maUX de 13 ferme ^g^niques avec des cellules ES se heurtent a deux prindipaux 
obstecles. D'abord, b,en que les cellules de type ES aient ete obtenues de certaines especes domesf ques il 
n exye aucune preuve de transmission des lignees germinales a partir de chimeres. Ensuite. les longs intervals 
^-t prohibitif le cout des etudes de transmission de l.gnees germinales chez les a^imauxT 

IZX i nqUeS " 5 Bpendm * 16 ™ V™*"* s ' av6rer P' us interessant que la production de chimeres. On 
rapportait dans un recent numero de Nature*/ , a naissance d . a g ne aux normaux par TN avec comme source de 
noyaux des l.gnees cellulaires embryonnaires etabfies (non-ES). Comme la progertture etait issue d un sed 
noyau, la contnbuhon des. lignees gemWna.es etait immediate et assuree chez tous les rejetons. Etant donne les 

S2issri 7*:rr nt de rembryon et °^ une te,,e -~ 

, P $ V6aUX n0m,aUX - ° n rapporte d ' a, " eurs ,a ^issance de veaux a partir 

cf embryons TN (transfert nucleaire) issue de cellules du bouton embryonnaire (-inner cel.. mass» ICM) et de 
cellules ,CM cuttivees Les lign6es embryonnaIre du ^ ^SS^L 

r Cfe ^ ,l9n68S Ce " U,areS Patentee participant au 

development embryonna.re a travers I'organogenese, ce qui debouche sur un arret de la gestation a 85 jours 
Ce serart en parte imputable a un developpement placental deficient, resultat. peut-etre. d'une 
reprogrammation nuclfiaire incomplete. 

Technohgia transfert nucleaire 

r^T* , ^ am " llf6res a d>abord et6 mis a " Vomt chez la sourish puis utilise avec succes pour produire des 
SSSTT^T T 27 '"' 16 ^ 8t P,USieUfS ^ domestiques et de fcbo^ra 

TootT , T" r ,VOnnaire ^ ™ 6St 0WenU Par ,a fUston de ce,Iules du a™*" * oocyte ou un 
ZltS T 9 ' n6tiqUe 3 * t<§ 6 " min6 - En las «*- Reuses de noyaux sonTdes 

blastomeres ,ssus d'embryons entre le stade morula etjeune blastocyste. Les oocytes hCtes sont Zctees- on en 
retire les chromosomes en deuxieme mitaphase par aspiration de ,a portion cytopTsmique adlacente au irps 
Pda-re. L'enucleation est ensuite confirmee a .'aide de fluorochromes specifiques de 7adn U fusfon entrTte 
matene. genetique et re cytoplasm des cellules hates ee fait par electron "es^ir^ >'£ZZonZL 
demon? IT', ^ * ^ ^ ^ s ^nir pendant .'impulsion electr^u Z te que 

22ST^fT ^ ^ 3 reconstmct,on de ,,0 °cyte, on passe a la culture in vitro afin cfevaluer sa 
capacte a se developper jusqu'au stade de blastocystes. 

Zl^SS^: ITS r Chr0n,Sme entfe ' e 61 16 C ^ ,asme a « -oment de la 
^15101138-41 a un impact notabIe sur |0 developpement des emb ^ , ^ 

dommagech™ 

pendant le premier cycle cellu.alre. Lorsqu'on utilfee des blastomeres embryonnaires comme don^euTdrnolx 
Pn oecnnanpaslestadeexactducydecenu^ Dans m ^ „ est de Z^^^ k 
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un oocyte active ou vleilll, dont Is faible niveau de facteur de maturation (MPF) permettra de conserver 
I'enveloppe nucleaire orfginale et d'eviter la duplication de la phase S dans les noyaux du donneuriz-u, Qependant, 
le developpement normal tfun embryon TN repose sur la reprogrammation de I'expression genlque puisque cat 
embryon dolt entreprendre son dSveloppement au meme point qu'un zygote recemment feconde. Or, des auteurs 
ont suggere que la rupture de la membrane nucleaire et la condensation prematuree des chromosomes (PCC) 
etaient essentlelles a cette reprogrammation. En outre, la pulverisation des chromosomes estsouvent associee a 
la PCC possiblement en raison d'une condensation rapide de I'ADN devenu lineaire en phase S. Cependant. Wen 
que. chez la souris, la PCC ait ete reliee a une baisse du developpement jusqu'au stade de blastocyste, seuls les 
groupes reconstitues PCC ont presents un developpement a terme. La PCC pourrait done permettre une meilleure 
reprogrammafion des noyaux du donneur45. Par consequent, il est possible que I'exposition des noyaux 
embryonnaJres aux facteurs cytoplasmiques pendant la PCC induise une meilleure reprogrammation de la 
chromatine. 

Si on les compare a ceux des blastomeres, il est evident que les noyaux des lignees cellulaires embryonnaires sont 
moins. en mesure de soutenir un developpement normal in vitro . Cependant, des problemes de developpement sont 
egalement associes au TN avec blastomeres : faible production de blastocystes et anomalies- habituellement une 
taille anormalement forte- chez les veaux cfones37.46.47. on retrouva egalement ces gros veaux chez les sujets 
issusde fecondation in vitro (FIV) bien que plus rarement Doit-on llmputer au TN et a la FIV, qui font pourtant 
appel a des techniques dlfferentes, ou plutot aux conditions de culture, qui comma les techniques de clonage 
alterent les cycles cellulaires de rembryon en developpement in vitro ? L'alteration du cycle cellulaire pourrait 
affecter la transcription et 1'expression genlque normales. De recents travaux sur des noyaux de cellules 
ovariennes de hamster cbinois (CHO) exposes a un ooplasme de grenouille a dffferents temps de la phase G1 du 
cycle cellulaires. semblent appuyer fhypothese de nmportance des differents evenements du cycle cellulaire dans 
la commande transcriptlonnelle. La synchronisation des cellules du donneur et du cytoplasme note pendant le TN 
serait done cruciale pour le succes des premieres Stapes de la transcription chez le jeune embryon et done pour le 
developpement normal. Une reprogrammation deficiente de la chromatine du donneur causerait egalement un 
patron de developpement anormal apres TN. Bien que des facteurs ooplasmfques semblent jouer un r6le de 
premier plan dans la reprogrammation nucleaire, II est probable que les noyaux dedlfferencies sont plus aptes a 
operer une reprogrammation complete de leur chromatine apres la fusion a des oocytes enuclees. Us lignees 
cellulaires en differenciation sautent habituellement les phases normales G1 , S. G2 et M et deviennent (GO) 
inactifs avant de se differencfer ou de subir une apoptose. Une fois les cellules en GO, la transcription stoppe et la 
plupart des transcrits presents dans le cytoplasme se degradent. La privation de serum et de certains acides 
amines essentiels amene les cellules au stade GCXo-si. II f au dra d'autres travaux sur I'effet du cycle cellulaire du 
donneur et de I'hote afin de determiner la cause de notre Incapacite a obtenir des rejetons vivante chez le bovin 
apres transfert des noyaux de lignees cellulaires embryonnaires. II faudra en arriver a des protocoles efficaces 
de synchronisation du cycle cellulaire. 

Synchronisation du cycle cellulaire 

La synchronisation des blastomeres bovins, quoique malaisee, peut etre en partie realisee avec des methodes 
ch,m,ques ou physiques comme I'exposition des agents de blocage du cycle cellulaire. Ainsi, cette demiere 
methode a egalement ete utilisee pour synchroniser des cellules hotes et de donneur prealablement a la fusion^-sa 
Dans le cas des lignees cellulaires, des methodes physiques et chimiques de synchronisation du cycle cellulaire ont ' 
ete utilises avec succes chez des lignees cellulaires somatiques de diverses origlnes, dont les plus communes 
sont. les basses temperatures, la selection mftotique (.shake off») la centrifugatlon avec Rcoll et la 
centnfugation d'elutriation des celluless^, qui permet de recuperar 97% ou plus des cellules en Gl«. Les cellules 
de caranome. proches parentes des cellutes ES, peuvent §tre synchronisees avec succes par selection 
mrtotque** Les methodes de synchronisation chimiques comprennent l'utilisation de Paphidicoline, de ITiydroxyure 
de la lovastatine. de la mimoslne et de la colchicine*^. U privation de serum et d'isoleucine est egalement ' 
une methode habituelle de. synchronisation de plusieurs types de cellules somatiques^i . En outre cette methode 
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a ete utilisee recemment chez le mouton afin de synchroniser des lignees ceiiulaires issues d'un embryon 
presenter* la capacite de soutenir le developpement a terme d'agneaux apres TN27. Les methodes d-dessus ont 
ete employees seules et en combinaison pour obtenir des populations de cellules synchroniser a tous les stades 
possibles du cycle cellulaire. Ces protocoles doivent maintenant Stre testes chez des lignees ceiiulaires 
embryonnaires bovlnes etablies en vue cTune utilisation future pour les transferts nudeaires. 

LE PROJET 

a) Methode experimental 

Qpjec^l - Etebfir et fransfecter gas ftp*- celMafres embryonnaires P f . M patoaia dW— i*., 

Des miSthodes similaires aux procedures deja pubises pour I'etablissement de cellules ES etde cellules 
presumSment ES chez le bovln ont e~t6 utilises pour ttablir plusieurs Hgnees ceiiulaires embryonnaires bovines et 
capnnes dans les laboratoires de la compagnfe Nexia Biotechnologies Inc. (NBI). La transfection de cellules 
bovines MAC-T, une llgnee 4pitheHale mammaire immortelle, est effectutSe de routine chez NBL Des techniques 
similaires seront utilis§es pour fa transfecUon de lignSes ceiiulaires embryonnaires. 

Etabljssement et culture de lignees embryonnaires : Les lignees ceiiulaires embryonnaires seront etablies a partir 
d'embryons fecondes in vitro pbtenus a I'aide de techniques 6tablies?» Le bouton embryonnaire (ICM) du ' 
blastocyste sera isole a i'aide cfenzymes ou par immunochirurgie. Des cellules du bouton seront placees sur une 
couche nourriciere de cellules STO bloquees par la mitomydne C. Le milieu de culture (MEM + acides amines non 
essenbels + p-mercaptoethanol + serum bovin foetal) sera remplace aux 2 a 3 jours. Les cellules embryonnaires 
seront propagees mecaniquement et par voie enzymatique (trypsine) au besoin, habituellement aux 7 a 10 jours 
Certaines fractions des premiers passages seront congelees de facon a pouvoir retablir les Hgnees ceiiulaires si 
necessaire. 

Caractensab'on des lignees embryonnaires : Les cellules embryonnaires qui seront testees par coloration avec 
des anacorps seront cultivees sur des couvercles de vitro prealablement ensemences avec des couches 
nourncieres puis fixees a I'aide d'un fixaff approprie. Les preparations fixees et lavees seront soumises aux 
colorations qui conviennent a I'anUcorps a tester. Ces demiers seront diriges, entre autres. contre des marqueurs 
de differentiation (vimentine, cytokeratine) et un marqueur des cellules ES murines (SSEA1) L'activite de la 
phosphatase alkaline sera egalement determinee. Bien que cette activite ait ete utilisee comme indicative de la 
presence de cellules Indifferenciees {cellules presumement ES) chez la souris, le pore, le mouton et la chevre des 
lignees ceiiulaires bovines etablies donnaient un resultat negatrf. Des lignees ceiiulaires embryonnaires seront 
auss. caryotypees afin de determiner si Incidence cfaheupIoVdie et de polypfoldie augments avec la culture et sl\ 
existe une d.fference dans la stabilite des lignees males et femelles. Seules les lignees ceiiulaires avec caryotype 
normal seront utilisees pour la transfecUon et les etudes subsequentes sur le cycle cellulaire et le TN. 

Transfection des lignees embryonnaires : Les lignees ceiiulaires embryonnaires avec caryotype normal seront 

transfectees a I'aide, entre autres, de la lipofection employee de routine chez Nexia . La construction d'ADN qui 

sennra a la transfection renfermera un promoteur comme le SV-40, le CMV ou la methallothionine. un gene ' 

rapporteur comme le lacZ avec signal de localisation nucleate (fourni par le Dr R.D. Palmiter) et un gene de 

Stance a la neomycine ou a I'hygromydne, ce qui permettra de selectionner les cellules transfectees en culture 

2*T "T'T P 6 "" 9 ^ 3 de ^terminer subsequemment la persistence du transgene avant et apres la 
synchronisation du cycle cellulaire et le TN. 

cu^^r^ L 06 ! Ce " Ula, J raS erab, y onna,res bovln-. et caprines ont ete etablies et malntenues en 

culture pendant plus de six mo,s. Cependant, le degre de differentiation de la lignee bovine ou sa capacite a 

f 7 ,ODpement i du ? etus ou de ^on en presentation dans le cadre de TN n'ont pas ete evalues. 

orod^nT d V P, T UrS ' 9 " 6eS bOVfn6S * n0m,a ' 09 deVraft pas P~ de kernes, tout comme ,a 

product™ de constructs genlques et la transfection effectuees de routine chez Nexia Biotechnologies. Les lignees 
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cellulaires nourricieres reslstantes a la neomyclne et a rhygromycine serviront a prevenir la differentiation des 
lignees embryonnaires et la perte des Hgnees transfectees pendant la selection. Comma plusleurs lignees seront 
soumises a la transfection et a la selection, nous devrlons obtenlr au moins une lignee cellulaire embryonnaire 
transfect§e a caryotype normal. 

flfafecM2 - Mfafi fill POlnt ties ProtOCOtes de svnchronteatln n du cvcte .taln, 

Les m&hodes de synchronisation des blastomeres issus d'embryons bovins et murins a differents stades de 
developpement ont et6 largement 6tudiees dans nos taboratolres du CRRAss-sb. c*>s protocols de 
synchronisation des lignees cellulaires somatiques ainsi que (fautres seront testes chez des lignees cellulaires 
embryonnaires afin cTobtenir des donneurs de noyaux viabies a des stades speciflques du cycle cellulaire. 

Des lignees cellulaires embryonnaires etablies a caryotype normal seront trypsinlsees et soumises a des 
passages sur des plats de Petri renfermant ou pas des fibroblastes inactives a la mitomycine Une fois 
■•adherence obtenue et la croissance exponentielle declenchee (milieu standard D-MEM + additife + 10-20% serum 
de veau foetal (FCS), nous proc6derons aux traitements de synchronisation suivants : 

Synchronisation du cycle cellulaire au stade GO : Le milieu de culture habitue! sera remplace par un milieu 
renfermant de faibles concentrations de FCS de 0,05 a 0,5% afih de trouver quel degre de privation de serum 
genere la meilleure synchronisation chez chacune des lignees cellulaires embryonnalres etablies Les effets de la 
pnvation d'isofeucine sur la synchronisation des cellules en GO seront egalement evalufe. Les cultures cellulaires 
seront examinees quotidiennement pendant une semalne afin de determiner le temps requis pour atteindre un taux 
de synchronisation optimal en GO. Les differentes lignees cellulaires embryonnalres devraient normalement 
requerlr d,fferentes periodes d'exposition pour arrlver a un blocage optimal en phase GO. La cytometrie (-flow 
cytometry-) servira a evaluer le contenu en ARN et la synthese proteinique sera determineedeterminee a raide 
de precursors radiomarques. Une fois la synchronisation optimal© obtenue, les addes amines et le FCS 
supplemental seront ajoutes aux milieux de culture et les cellules, evaluees au regard de leur capacite a 
redeclencher la croissance et a former des colonies. Le caryotypage permettra de s'assurer que le protocole de 
synchronisation n'a pas conduit a des anomalies de ploTdie. 

Synchronisation en phase Gl du cycle cellulaire : Plusieurs techniques de synchronisation en G1 seront testees 
afin de trouver la plus efficace et la moins dommageable; Les criteres d'innocuite retenus sent un caryotype 
normal et la capacite subsequente a etablir des colonies en croissance. Les cellules derivees du protocole GO 
decnt ci-dessus seront d'abord recoltees a des moments precis apres I'ajout de serum ou dfeoleucine au milieu de 
culture. Puis les temperatures d'incubation passeront de 37" C a 30° C afin de stopper la croissance 
• exponentielle et de bloquer les lignees cellulaires embryonnaires en Gl comme avec les fibroblastes humalns La 
lovastatine, un inhibiteur de la 3-hydroxy-3-methy|glutaryl-coenzyme A, sera evaluee au regard de sa capacite a 
synchronies cellules embryonnaires bovines en G1 . tel qu'observe chez plusieurs lignees cellulaires 
mammaliennesss. Nous evaluerons la cehtrifugalion dans un gradient Ficoliea et/ou la centrifugation 
d'elutnationS9 qul ont toutas deux permis de prfjduire des Ce||u|ajres en Q1 nautement rifi comme 

moyen physique de separer les cellules en Gl dans des cultures cellulaires non bloquees. Des cellules en G1 non 
soum.ses a la synchronisation seront egalement obtenues par selection mitotique («shake^ff») tel que demontre 
dans les hgnSes cellulaires de carcinoma embryonnaires* Les cellules des groupes de traitement decrits ci-dessus 
seront, evaluees afin de s'assurer que la synchronisation en phase G1 a ete attelnte. 

Synchronisation en phase S du cycle cellulaire : La synchronisation en phase S des lignees cellulaires 
embryonnaires sera obtenue par des techniques physiques et chlmlques. Des cellules en phase GO et/ou G1 
recoltees grace aux techniques de privation de serum ou de centrifugation decrites cl-dessus seront exposees a 
? ' a mimOSin86S ' 67 ' °" * ^oxyutee^i-eo. Tous ce5 agents ag!ssent de ^J^ nte 

E^tlT ? T ? m0meM d9 ' a ***** 6ntre ,a P hase G1 et S - Les * differents stades de la 

Phase S seront obtenues a differents moments apres le lavage de .'agent de blocage cellulaire. Le traitement to 
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Une variation de cede m«ho»e ^^^TT^w*" f "J^ * dM """"^ prfcfe * 

avecce protocols Encore una rol» t™« il . ■. ^ Ua85%des,,broblaae s *"'n>aln S serei ro uve„tenG2 

p.- sffi cL. Ie s ^irsr* ***** sa,on ***** * de — * 

dW*nir * plus hauls Sel^n^ ™ * 13 co,ch ' d '' eM ™ * noco*rol*6. Afln 

pr^cnroJsatron (una ^tZ^dSS ' ZT! T, e " » «~ » K—* * 

determines de lason a ^SX'^'CSL cT^ T^""" " * d0SeSS8 '°"' 
Ma mis an culture dans un miBeu exempt ToanHTSf?* ^ ^ ' S0,fes de 

croissance eta etabllrdes colonies L.„™ ^' ^ ^ * dete ™'"» '^ur capaolla a redSmarrar la 
eellulalrea ainsi synchror^stSes. ' P«»«« Valuer la norma.!* da la ploTdto des fonees 

Sm*. potent una ^S^^IIE^^S^^ * - °" « 
ceractedsatlon da ces Ifcnees ce,lulair.«..r,. Pou^ata SaZL « ^ qUeS " """"""""a"- « " 
roethodes pour chacun dea stades du ay* celkZ. JuTLT, ^ Pa ' Ce <,U ° nOUS Pleura 

erased a „ TC nonnea *m^X£ttf££T* " ^ " TO 

froupe a«n tfobt a 0ir des ^ ^ des e^ ryon ;^ a d re ^ e 0n, B * Par notre 

-as celMes a, au S^t^lrr" 4 * ~° *— 
pnSllmlnalres panned™, „, atanddnsir las ! V m,SSr dos TN ' Ces 

pnyahemagslunnlna a«n d-as^^S^la,^^^ ^ ' 3 

o-aactroalraUMIon comma lanombra, la duraa «J^Z?£ ? 7 1 " d ' 0P!lmiSer les parara ^ 
avanagas i utilisar la courant altamatfl (AO™ ^Pdlslona ^lectriques continues (DC) at tea 

dudcn^a,da,WaanaatsSr^Tr^Z^ e,Unal '^^ 
lnvaa6 0 a«dna btolagiquas auivantaa a^nTmanacT mathcdote^aa d«em,lnaa, les 

^^EL^iSESK S h ' r m ~* de - 

proautts puis 6nucl66s. Les oocytes actMtes/6nucl6es seront 
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SZ^iiS^T 90 ^ Q °- G1 ° U S qUl aUr ° nt #t§ s ^^es a ralde des protocols* 

J^tll 5 r reCOnstitu6s seront fix6s * moments apres la fusion afin d'etudfer les 

premieres mteracUons nucleoplasm iques. Les oocytes fixes saront coiores au Hoechst^3342 pour evaluert 
mo.photog.e do la chromatins puis immunocolores a ralde du PCNA et/ov du BrdU afin de determiner le moment du 
£M-»"t* .a synthase «ON (l |idW.*lipi»ia U.^^*.^^* 

TZ^nlZT?*** ^ ' a rhiStone H1 S ° maBqUe ' Sera d6termin6e P* r •mmunohfstochimle. 

blLto^l?' rt t V!Si0n St * C " PrtM subs ^ uente * se hopper normalementjusqu'au stade 

blastocysts sera determines par una culture in vitro <fau plus 8 Jours. Toutes les techniques ckfessus ontlT 

bTiom e reT ,eUrenient ^ ™ * CaracMriser leS ^onsttues a partir de noyaux de 

Fusion avant ou durant I'activation des oocytes holes : Des oocytes mOrls in vitro (20 a 22 h) se trouvant en metaphas* 
seromenudees et fusionnes a des noyaux en phase GO, G1 ou M obtenus a .'aide des protoco.es decnts *Z££E 
2). La fus,on sera real.see dans des solutions renfermant ou non du calcium afin de determiner sf Tactivation se produrt . 

Z^TTTtT * rf * Sl0f \.^ ^ *— * da - ^ «—« exempts de calcium seront actives qua ques 
heures plus tard. Tel que decnt cwiessus, les oocytes reconstitues seront fixes a dlfferents moments apres la fusion al 
LSlf % Prem r? ' ntera ^ 0nS "^socytoplasmlques et les propriety de reprogrammation des diffenU groupes de 
trartement Bi outre, les oocytes reconstitues seront immunocolores centre I'alpha-tubiline afin de determiner si les 
UnT h » !f "T*™* danS 19 W asme des ^condaires pourraient affecter la morpholep du Leau 

Un ,nh,brteur des microtubules (nocodazole) pourrait etre requis au moment de la fusion ou peu apres afin d'inhiber la 
drspersK.n des chromosomes. Les oocytes seront egalement actives afin de determiner le moment de la premiere division 
et leur capacite subsequente a se developper normalement jusqu'au stade de blastocyste. 

Fusion a des oocytes hdtes immature* : Des oocytes immatures exempts de cellules du cumulus immedfatement 
apres I aspiration follicular (vesicule germinate au stade GV) seront btoques en GV puis enuclees Les cellules 
synchroniser en G2 et/M seront fusionnees a des oocytes enuctees en GV afin tfetudier leur capacite de 
reprogrammation et de la comparer a celle des autres groupes. Le cytoplasme cfoocytes immatures s'est avere 
capable de reprogrammer les noyaux de cellules intestlnales amphibiennesTz. On ne salt pas si la meTose 
reprendra nonnalement dans le noyau mitotique, mais il sera toujours possible d'utillser des noyaux de rfonneurs 
synchronies en pre-S (phase GO et G1). Les interactions nuclecytoplasmlques et la capacite de 
reprogrammation seront etudiees puis il y aura mlse en culture afin d'evaluer les competences ontogeniques du 
cytoplasme immature hota. 

On croit de plus en plus que. par rapport aux embryons produits in vivo, les capacites ontogeniques des embryons 
cultives sont alterees de plusleurs facohs (e.g. production de gros rejetons^e, . 0 ans la litterature, on mentionne a 
plusieurs repnses que les embryons bovins et ovins presentent iin meilleur development lorsqu'ils sont cultives a 
de fatoles concentrations d'oxygene^s, particulierement lorsqu'ils sont cultives en I'absence de serum Par 
SSSr? T rX0P ° S ° nS d ' un inc "bateur, qui permettra la regulation des concentrations d'oxygene et la 
culture de tous les embryons obtenus par TN sans PCS a 5% tfO* Nous croyons fermement que cet^ppareil 

Sus^CX^ 6 8ffetS 6XC,USiVement d ° 5 * ' a «" * chez les veaux 
Results attendus : Le principal objectif est de determiner le stade cytoplasmique ideal pour le TN avec des 

fiblga!tA > Caracterlser les ernhn/nn^ Pr " f ults par Ipmslefl de Qsygux 
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des antbry-aas avac U 0ril *™ d8 vfabll "« « 

tour ca^atypa ctaomasamlqus at Oe IWasston dut™t*Ta p, i' ?? K S6 ""* 4valu * B au "*« * 
spa^uas ou par aatara^ p^^-J^STS?* ^ " te0M<,UB PC " * d ~ 

Oration at a pannattra sa paursuita 4 te^na slI^laTT ^ ^""' S ' rans i*'**'<* ™ » 'ndutra una 
racavauasa . ^ pj '~^T^t2^T^ JlT* "** *~ * 
gastatians serant suivias par ultrasan aBn d= rfaJ™- ■ . . ,^a,ls,e,, "nbryonnalie standards. Las . 
subset U fact* 2? "* ~ «*~ 

la filiation at la presence et 1'expression des tra^naT^ei ^ *" ^ Seront noWs et 

desprobles i^S^SHTn^ 22T ° n ~ 
embryons d'une mime famille id^S ♦ ^ "^meras. Cependant. McmWcatlon des 
-raKpouvoirobte.^^^^^ On 

22 t^sz^^ du c,onag : des 

sont tras alavaes. teChn,ques de synchron.sat.on proposes- c'est-a-dire la nafesanca da rajetons a terma- 

b > Stapes ft ftanshfl; 
Obieetif 1 

- EtaWissement des lignees embiyonnafres Q ~ 

- Cauterisation des lignees embryonnaires tZ ^T'Z 

- Transfection das lignees embryonnaires T ~T 
Obiactif p Jan.97.sep. 97 

- Utilisation da lignees non transf ectees pour la synchronisation Sep 96 - mai 97 
= on da ngn.es .anstect.es P our , a synchronised 5£ [ ~ 

-TN avec des cellules de lignees embryonnaires Jan 97 " . Q7 

- Fusion a. des oocytes holes actives » " a 97 

' ^ 61 Pendant oocytes botes ' M^Zl" 

- Fus,on a des oocytas hates immatures ™ ' P * 
ObiBPtif ^ Sep. 97- dec. 98 

• Caracteriser les embryons transfectes c 

- Transfert * anions transgenic dans das recevauses . 

CRRA : La Dr Smith travaille deja a plusieurs Droiats mihs e a 

macanismes da synchronisation du Sm^SSS^ h damande-ci. Un da ceux-ia, qui porta sur les 
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de G2 (6-DMAP) et en S (aphidicoline). Un autre porta sur [-acquisition des capacites ontogenlques par les 
oocytes Issus de folllcules mflris. fecondes et cultives in vitro jusqu'au stade de bfastocyste chez le bovin 
(CRSNG-thematique). Une parte de ce projet est financee par le CORPAQ. soit I'augmentation de la production 
tfembryons bovins a haute valeur genetique par fecondation In vitro tfcvocytes de la mere. En outre le Dr Smith 
mene des travaux sur I'etablissement de lignees cellulalres embryonnaires chez la souris en vue de deierminer les 
patrons d hentabilite mitochondrial chez les mammifdres (CRM). Enfin, il travallie a etablir des lignees cellulalres 
embryonnaires de vison afln de determiner les facteurs relies a la reconnaissance maternelle de la gestation et a 
la diapause chez cette espece (FCAR). 

Nexia Biotechnologies Inc. rNexia a applique des techniques de base en biologie moleculaire. en embryologle en 
culture cellulaire et en physiologie de la glande mammaire en vue d«utiliser la capacite de la glande mammaire de 
synthetiser des proteines chez les especes lattieres. Le fart que la compagnle detienne les brevets des methodes 
de tn m vivo FasMn-Milk et in vitro MAC-T et GMAC facilite et accelere Identification et revaluation du 
rendement de la construction genique. Le groupe d'embryologie de Nexia poursuit la mfee au point d'outils 
d'amelioration de I'efficacite de la production de ruminants transgeniques. Notre modele embryologique comprend 
le BELEMD, un mod6le d0nt |e temps de g ^ n6j ^ on ^ rapidQi |e nQmbre dQ najssances mu|tip|es et |e de 

reproducteurnon salsonnier. 
References: 

i B i S ^\ ( S:^ l ^n• (1 , 935) : Jteiogenotogy *3&\-70. 2. Lohius, M. M. (1 995). Theriogenology 4351 -60 3 Wall 
f 0 W- ™^™'<W4S-£7-es. 4. Eyestone, W. H. (1994). Reprod) FerVL Dev. 6%»7-652 T sI'GoSon J W 

« J. (1994 . Davetap. Bid. 163288-292. 14. Sutoykn, M. A." « 'd^Sef WfSoZS ' SMlES? 15 

il^'rX -ii ■ 90- . Notananf ii. E., et al. (1991). J. Reprod. Fert Suppl.43:255-260 18 Piedrahfta. J A eta l 
(\ Q W).periQgenology 34:666-677. 19. Strojec, R. M.. etal. (1990) neriogfr^^v 3^90V^ 20 Talho?M* r 
SS^S*? JVSSPl 0 ffffl 21 ' VVheelS, M .B. ™99 4 f SggKiS Dev. esSSt 

a r^lS'&St- G?5?lr R S uxfsArch - Dev - Bio1 ' 201.134-141. 23. Van Stekelenburg-Hamers et al (1 995] \ Mot 
Reprod Devtp. 40:444^54. 24. Stice, S. L, et al. (1 996). Biol. Reprod. 54:1 00-1 10 25 Gossler A et al n Qftm 
2°f %2L£ tt^JS* 83:9065-9069. 26. Capecchi M. R. (1989). Trends -Genet 5:70?l it Ca^nbel KLH S 

wfi^^afTESS5Tt SS^^t^W 1 Rrst » N - ( 1994 >- »«» Ate* Acad & USA ' ' 
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L'EQUIPE; 

a) Scs membres. rates et rep artition des ♦fictiac 

Or Lawrence C . Smith : Membre du Centre de recherche en reproduction animate (CRRA) et professeur agregS 
au Departement da biomSdecine veten'naire de I'Universite de Montreal, le Dr Smith travaille sur le TN chez les 
mamiferes depute 1 985. II sera responsable de la gestion financiere du projet et des elements experimental qui 
seront menes au CRRA. II participera directement a toutes les experiences decrites aux objectife 2, 3 et 4 
E rCgtiol L, Kes fe t : Hie agira comme chef d'equipe chez Nexia Biotechnologies Inc. Le Dr Keefer travaille dans le 
domains de I'embryogenese mammallenne dopufs 1981 comme chercheure. Avant d'occuper son poste actuel elte 
eta/t membre du projet de TN boyin (donage embryonnaire) de TAmerican Breeders Service. Elte a entre autres 
travaille sur la production de veaux issus da TN de cellules provenant du bOuton embryonnaire. Elte sera 
responsable des travaux de recherche menes a Nexia (objectifs 1 et 4). 

Dr Castas Karafras : Directeur de la recherche chez Nexia Biotechnologies Inc., le Dr Karatzas poss&de des 
competences dans le domaine de rexpression des genes heterologues et de rembryologie bovine. Avant d'occuper 
son poste actuel. il etait chef de projet a Gene Pharming Europe. II dirigera requipe de biologie moleculaire de 
Nexia, qui comprend le Dr AnttlflUta Lazmtft^nrnfrW , un biologiste moteculaire specialise dans rexpression du 
genajhomologue et la culture cellulafre et leprJiang-Fftnn7hnil biologiste moleculaire specialise dans latypage 
d'ADN. Cette equips sera responsable du design des constructions d'ADN, de la transfecfion et de la selection 
des l.gnees cellulaires embiyonnaires bovines (objectif 1) et participera a la caracterisation de (Integration et de 
rexpression dans les embryons TN et les veaux (objectif 4). 

ftudiantaudoctc-rat : Le Dr Bordignon possede un DMV et une M.Sc. de meme qu'une tres bonne experience en 
TN avec des blastonteres comme donneurs nucteairos. II sera directement responsable de la reconsUtution des 
ambryons a raide de Iign6es cellulaires embryonnaires transferees, (objectif 3) ainsi que de la caracterisation et 
du transfert des embryons (objectif 4). |] participera indirectement aux etapes decrites a I'objectif 2. 
E tudiant 3 la maftrisrc : Cet etudiant sera responsable des protocoles de synchronisation des lignees cellulaires 
embryonnaires transferees (objectif 2). II participera egalement au caryotypage des lignees cellulaires et des 
embryons produits par TN (objectif 4). 

Technlctenrw tiU CRRA : Carmen L6veilI6e travaille dans le domaine de la production d'embryons bovins depuis 
plus de 1 5 ans au CRRA. Elle sera responsable de I'entretien des installations de culture cellulaire et de production 
d'embryons au CRRA et de ta cueillette des ovaires a I'abattoir en vue de produire des oocytes destines au TN. 
TechnlCtonnes (fe Nexia : Isabelte Gagnon. une technicienne veterinaire et Sophie Poulin, qui a recemment termine 
une maTtrise a I'Universite Laval, participeront a la production d'embryons. et a I'etablissement et a la 
caracterisation des lignees cellulaires embryonnaires bovines. 



Nom 

.LC.Smith 


Subventions (orqanisme et titre) 

CRM fonctionnement - Replication, segregation and 

transmission patterns of mammalian mitochondrial DNA 


Montant 

32 738 
43 650 
43 650 


Annee 
TSS4-45 

1995- 96 

1996- 97 


L.u.smith ot pTBousquetj 


CORPAQ - Augmentation de Ja production d'embryons de 
vaches ayant une haute valeur g6n6tique par fecondation 
in vitro d'ovocytes r6cuper6s de leurs ovaires 


37 492 
46 885 
42 400 


1993- 94 " 

1994- 95 

1995- 96 


Price C.A. et Smith 


CRSNQ thematique - Exploitation of the oocyte reserve in 
preantral bovine follicles 


83 000 
83 000 
83 000 


1993-^4 
1-994-95 
1995-96 


Murphy BO, Goff AK r 
Smith IG, Fortier M-A et 
Lambert RD . 


FCAR groups - Interactions utero-embiyonnaires 


48 000 
48 000 
48 000 


1995- 96*" 

1996- 97 

1997- 98 



LES SIGNATllBFfr 
Dr Lawrence Smith 
Dr Carol L Keefer 
Dr Costas Karatzas 




09/06 2005 14:39 FAX 418 640 1500 OGILVY RENAULT ®067 

'V. 



L. C. Smith - Ptojet #4438 - page 1/10 

Repport iV jet ape 

PROJET EN DEUXlfeME RENOTJVELJLEMENT 



I. Titre: Embryons bovins transgeniques produits par transfer! de noyaux de lignees cellulaires 
embryotxaaires transfecfrSes 



Embryonic stem (ES) cells are commonly used to produce transgenic mice (Robertson, 1987) 
The technique used in mice is that of chimera formatio* in which ES cells are injected into a hast 
embryo. The resulting chimeric animal has cells derived from both transgenic ES cells and from the host 
embryo. Due to differences in the developmental biology of mice and domestic animals, chimera 
production with germ line contribution by ES cells has not been achieved in domestic animals 
Chimeric pigs have been produced, but germ line chimeras have not been reported (Wheeler 1994)' 
However, lambs have been produced by nuclear transfer using embryonic and even adult-derived cell 
hues (Campbell et al. 1996; Wihnut et «/. 1997). As offspring produced by nuclear transfer are derived 
from a smgle donor cell, then all cells, including the germ cells, will be identical genetically and the 
problems associated with chimeras can be avoided. Nuclear transfer and embryonic stem cells could be 
used to produce transgenic livestock animals much more efficiently than current pronuclear 
micromjection techniques. Unlike direct microinjection of DNA into pronuclear stage zygotes 
embryonic ceU line could be trausfected in vitro using standard techniques. This may include chemicai 
(hpids, calcium phosphate), physical (electroporation, gene gun bombardment, direct injection) or 
retrovira! transfection. Cells could be selected for appropriate integration into the genome. In this 
manner, a cell line could be derived which would have a stably integrated transgene. Any offspring 
produced by nuclear transfer using cells from the line would be transgenic. This would represent a 
tremendous increase in efficiency over the low percentage (<10%) of transgenic offspring currently 
expected. Furthermore, with appropriate selection and screening of cell lines, most of the transgenic 
animals produced should also appropriately express the transgene. 

Our working hypothesis is: "Les lignees cellulaires embryonnaires bovines transferees peuvent 
etre utuisees pour obtenir, par transfert nucleaire, des embryons transgeniques viables et des veaux » 
Therefore, our overall goal is to develop an efficient methodology for producing transgenic embryos and 
progeny in cattle by using the technique of nuclear transfer with transfected embryonic cell lines. 

|2. L'etat d'avancement des traveanx 



1 

Substantial advances have been made in all of the objectives we proposed. As a result of our 
advances, we expect to complete our overall objective within the proposed time frame. In order to detail 
our accomplishments, we will examine each of our specific objectives individually. 

Objetlf 1 - fctablir et transferer des Hgnes cellulaires embryonnaires et caracteriser les patrons 
d' expression 

(i) Establishment of bovine embryonic cell tines 

Our attempts to establish bovine embryonic cell lines was met initially with many obstacles 
mcluding the determination of the right feeder layers to use and the composition of media to sustain" 
undifferentiated growth for unlimited passages. Our current procedure is to use mytomiciu arrested 
primary fibroblasts derived from mid gestation mouse embryos. None the less, bovine and goat ES cells 
have been successfully derived using both STO and primary fibroblast cells as feeders (Table 1) 
Primary embryonic fibroblast lines are derived from the carcasses of day 13 embryos which are cut, 
broken up wfrh a hypodermic needle and cultured in DMEM plus 10% FCS with antibiotics Clumps of 
cells begxn to attach almost immediately and give rise to fibroblast over the next 2 to 3 days Once the 
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lines are established, cells are treated with mitomycin C that is essential to stop proliferation, but will 
still support the growth of an overlaying embryonic cell lines, 

Id response to a yet unpublished report mat transferred ovine embryonic fibroblasts have been 
successfully used by a Scottish pharmaceutical company (PPL, Inc.) to produce a transgenic sheep we 
have also establish bovine embryonic fibroblast (BEF) cell lines. The BEF line was obtained from a 50 
day old fetus from which the skin was dissected and cut into small pieces with a blade, washed in ES- 
medmm and placed in culture. Vigorous outgrowth of a monolayer of fibroblast cells was observed 
wmnn a couple of days, indicating a much faster cell cycling activity than that of ES-like lines To 
facihtate the management of the BEF toe, PCS concentrations were reduced to 5% which enabled 
passagmg at every 7 days when plating at a concentration of 50,000 cells/ml. The BEF cell line is 
currently at its 14th passage and will be characterized shortly. 

ES-like lines were obtained from expanded and hatched blastocyst produced in culture drops of 
Menezo's B2 medium 8 days after in vitro fertilization (Table I). Using, a fine pipette, the portion 
comprising the trophectoderm was aspirated into a pipette and microsurgicaUy removed from the 
embryos using a fine scalpel blade. The inner cell mass (ICM) was placed into a culture dish containing 
primary mouse mitomycin-txeated fibroblast feeder layers in medium ES-DMEM. ES-DMEM is made 
with DMEM with high glucose (4.5 g/1), 2 mM L-glutamine. no serum pyruvate and buffered with 2 2 
g/hter sodium bicarbonate (Gibco). It is supplemented with MEM nonessential amino acids to a final 
corxoentration of 0.1 mM, 0.1 mM 2-mercaptoethanol, penicillin (50 RJ/ml), streptomycin (50 lU/ml) 
and 15% charcoal-treated FCS over mouse fibroblast cells (mitomycin C blocked). In contrast to the 
rnouse, LIF does not seem to be required to maintain bovine ES-like lines in an undifferentiated state 
Inner-cell-masses were flattened and fixed onto the surface of the dish using a scalpel blade and allowed 
to grow as attached cell lines for approximately 14 days with change of medium at every 2 to 3 days 
Colonies formed following attachment and outgrowth were passaged either mechanically by removal of 
small patches or en^ymatically by trypsinization. Because enzymatic passaging frequently causes a high 
percentage of lysis, leading to a slow recovery of the lines and occasional differentiation, mechanical 
passagmg has been the preferred method of mamtaining bovine embryonic stem cell lines. 

Table 1 - Comparison of mechanical and enzymatic passage of ES-like cells onto STO and GEF feeder 
layers. 



ES-like Feeder Mech anical " Trypsin 



*2yers Propagation Differentiation Propagation Piffren tiation 

Bovine STO +++ _+ , ~ , , . " " 

. . GEF + + . 



Goat STO 



-+ H-4-f- 

GEF 



Propagation: + (some attachment and growth) — > ++++ (abundant growth) 

Differentiation: - (undifferentiated colonies) — o +++ (differentiated). 

Several bovine cell lines were initiated in November 1996, of which most remain viable and have 
maintained the same morphological characteristics for 29 passages, indicating an average period per 
passage of 13 days (Table 2). A second batch of ES-like lines was obtained in August 1997 and has 
remained stable for 5 passages. An attempt was made to produce ES-like cell lines from bovine 
blastocysts recovered in vivo at day 7 after estxus. Although these lines appeared normal for the initial 
passages, all showed morphological changes indicative of differentiation at around the 4th to 5th 
passage^ suggesting that in vivo produced blastocyst maybe less efficient in producing ES-like lines that 
withstand long periods of culture in an undifferentiated form. None the less, this period of culture 
appears to be a critical point in the establishment of both in vivo and in vitro bovine ES-like lines since 
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most unsuccessful lines start showing signs of arrest in cell division and moiphological differentiation 
after 4 to 5 passages. 

Table 2 - Karyotipic analysis of bovine embryonic cell lines established from the ICMs of in vitro 
produced embryos and cultured for 5 passages on monolayers of mouse primary embryonic 
fibroblasts. 



Line 1 
Line 2 
Line 3 
Line 4 



Karyotype 


sexe 


2n 


3n 


n 


60 XX 


female 


90% 


10% 


none 


60 XY 


male 


94% 


none 


6% 


60 XX 


female 


70% 


10% 


20% 



Freezing of the bovine embryonic stem cells is performed routinely during initial passages to 
enable re-establishment of the line j n the case of its differentiation at a later passage or to accidental 
contammabon. The procedure involves harvesting the ES cells in clusters, and placing in a freezing 
solution consisting ofDMEM high glucose, 20% FCS and 10% glycerol. DMSO was not included when 
freeing bovine ES-like cells due to its effect on inducing differentiation after thawing. ES-like cells 
remain for 2 hr at 4°C at which stage they are placed in cryo vials and stored for 2 hrs at -20°C Finally 
after another 24 hr at -70°C the vials are plunged into liquid nitrogen. Thawing is performed by placing 
the vial with frozen ES-like cells in water at 37<>c until the contents of the vial have melted followed by 
transfer to a 60mm dish containing feeders in ES-DMEM. After 2 days, medium is changed and the 
cultures are continued until complete re-establishment of the line. In general, the recovery of frozen 
bovine ES-hke lines is very slow and may take up to 3 to 4 weeks to regain normal patterns of growth 
At this stage, cells must be morphologically classified and karyotyped to determine whether the freezing 
procedure has induced abnormalities. 

(it) Caracterisation des lignees embryonnaires 

The bovine and goat ES-like cell lines established in our laboratories have been characterized in 
several ways. Initial characterization is performed by selecting lines that have a morphological 
appearance of ICM cells. After a few passages in vitro, the selected ES-like Hues are characterized by 
karyotyping to ascertain a balanced chromosomal number and to determine the chromosomal sex of the 
line (Table 2). Our conventional method of karyotyping needed to be modified significantly to adjust to 
the culture and morphological characteristics of the ES lines. Our current karyotyping technique for 
bovine ES-hke cell lines involves plating the cells in the absence of mouse primary fibroblasts usin- ES- 
DMEM conditioned in mouse fibroblasts. Cells are treated on the third day, during the Io- phase of 
growth, with 0.4 ug/ml nocodazole for 12 h at 37«C to arrest cells in mitosis. After removing the 
medium, cells are trypsinized, washed and plased in a hypotonic solution of 0.8% sodium citrate for 1 hr 
to swell the cells and nuclei. The hypotonic solution is removed and cells are fixed for 1 hr in 31 
methanol-glacial acetic acid at 4 o C . The fixative is removed and the slides are left to dry at room 
temperature overnight. The following day the slides are stained with 5% Gimsa for 5 to 10 min 
followed by a thorough rinse in distilled water to remove excess stain and allowed to dry. 

A second procedure of characterization involves the use of cellular markers, such as alkaline 
phosphatase, cytokeratin, vimentin, and SSEA1. These markers have been used to characterize both 
bovine and goat ES-like hues (Keefer et al, 1997). Although mouse ES lines are positive for alkaline 
phosphatase, goat ES-like lines show variable staining with a mixture of positive and negative cells 
whereas bovine are consistently negative. Cytokeratin is typical of epithelial cells and ES-cells are 
mostly negative to this marker whereas vimentin is a surface marker for fibroblasts (e.g. STO cells) and 
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stained poaiSve togoatBShn^^,^ cH^^t^Zf ^ 
(iUJ Transaction des ligndes embryonnaires 

Patenter. Th. plasmid J^JL ZI^I TT* "™ =*"^ obtained fiom Dr. 

positives (i.e., endogenous B-gatecfoaid^ ^^"t "^T* 
expressing the bacterial B-galactosidase t cytoplasm) flom tranrfected colls 

constructs CMV/eGPP ^ ITZZT? ^ ^ 

actin/eGFP. These constats contain the reportef^T^in Z T&CblXOl °^ ™ d h — «~ 
Aequorea Victoria jellyfish, which codes for . nll T Fluorescence Protein (GFP) from 

visualization. The GFP we ^ uXgTs - -bstrate for 

threonine at position 65 to e^ mc 7Z,lo^Z7^ V ^ ^ to 

as a reporter being that it yields bri^-nT Z a * ma *> ° f Usin S fluorescent gene 

bine light and increases ^SS^^T^^^^^^ 

enhancer/promoter upstream of the o£ ^ ^d bv ^.T"" ^ ~* 
An additional plasmid was generated, actSeG^ W f f ^ P°^nyIation signal. 

CMV promoter from the pGREEN^^t ^ P ^ ^ restricting out the 

(received from Dr. G. MatleLw^ P ^ ~ d - the A-actin promoter 

on-™^^^^ .-owm.patchmgof .ines 

transfected using tho CaPOa method, followC^*, T colomea for 1 week, the colls were 

g.^l shoo, was periled a, £ ^ ZZZSZ^Z^ ZZSZ *V "J* 
complexes using Lipofectamine (Gibco/BKL") was ^ ™ „ preepxtate. Lipid-DNA 

and the amonnt of DNA used S^S^bC^VT?^ ^ ^ 

DODAC/DOPE MLV' S ttNE^o ™. «J T !• „ ( } ' L, P ld " DNA complexes using the 

with 0.2 ml of DMEM a^ J^^L ~ ^ ™ ° f was diLed 

*r a charge rauo of l:o. 2 ^ J^T^^^^^ ^ <« °™ ^ 
and the complexes were allowed to form for 30 nun ^roo^p^m^ tT T " " ^ 

0.5 ml with DMEM and the limd DMA m ,vr, „ temperature. The volume was increased to 

exposing cells mmg ~">™<°»>1 "tethoda to detect B-galactoaidase 



Experiment 
number 








Transfection 






CeU 
type 


Construct 


Method 


Charge ratio 


Amount 
DNA 


% efficiencies 


1 


BBS 


rnMTnLa.cZ 


JMLVs 


I 
1 


2 fig 


0 
0 










2 
2 


1 Mg 


0 


2 


BBS 


mMTriLacZ 


Lipofectamine 


1:3 
1:5 


1 up 


<I% 
0 
0 
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3 


BES 


mMTnlUcZ 


MLV's in 
suspension 


1 
t 


1 MS 


cells did not 
survive 

n 


4 


GES 


mMTnLacZ 


CaP04 
MLVs 


n-a. 


2.5 Hg/well 
1 Kg 


0 
0 


<• 
-> 


GES 


xnMTnLacZ 


MLV's 


1 

2 


2 Kg 
^ Kg 
2 ug 
4 us 


<1% 

0 
0 

1-2 bleu 
<1% 



listed ^ ^ Performed for generating the stable GEF lines were essentially the same as 

hsted above using MLV's. Briefly, cells were plated at 5 x 105 cells/lOOmm dish. The next day they 
were hpofected using MLV's at a charge ratio of 2 with 9 ug of the appropriate DNA and 1 „ JtZ 
selectable plasmxd (SV40/neo>. The cells were cultured in DMEM with 10»/ 0 FCS for the fir* 24 Z 

T P f^r D SUb5eqUently ' WCre fed T 2 **» ^ DMEM -, 10°/ o FCS containing 500 
ug/ml of G418. Resistant colonies were isolated after 4 days of selection. The regaining clones were 

Tu^aT ^7 T 833 CUltoe "* refelTed l ° ^ ,P00,S '- GFP was confn^Jby 

visualization of hve cells using blue light. 

Obfectif 2 - Mise an point des protocols de svnnhi- o nisafion H.. qvcIe ce Hnln,v^ 

Our efforts for synchronizing bovine ES-like cell lines have concentrated principally on the use 
of serum starvation. The procedure involves the use 0.5% FCS in ES-DMEM and cultures of lines for 
several days in the presence of mouse embryonic fibroblasts. After different periods of exposure to low 
FCS, mednun with 20 % is replaced to determine the ability of the ES-like lines to continue growing 
wfthout differentiating. We have noticed that cells will withstand serum starvation for up to 7 days 
without loosing their ability to re-initiate cell division and continue in an undifferentiated state 
However, periods of starvation lasting for longer than 7 days tend to induce a slower recovery and many 
hues die. Other bovine ES-like lines starved for several days will differentiated into a fibroblast like line 
mat stops dividing after a few passages. 

(i) Mitotic indexes after serum starvation 

* _ , ThC ^ ° fthes * Studies was to determine whether serum starvation would reduce the percentage 
°1 *f !f S t0 bc UndeiS ° ing Cerent periods of culture at 0. 5 o/ o of fetal calf serum 

(Table 4). These results indicate a slight decrease in mitotic activity within the first 24 h after serum 
starvation. However, mitotic activity remains largely constant from then on for the following 4 days of 
culture at low FCS levels. A parallel study using no FCS in the culture of bovine ES-like lines showed 
no further decrease in mitotic activity, suggesting that these cells are able to adapt to the culture 
conditions by doubling the length of their cell cycle. 

Table 4 - Effect of serum starvation on the mitotic activity of bovine ES-like cell lines during 5 days of 
culture. 







Percentage nuclei 


in mitosis after serum starvation (0.5% FCS) 






Control 


Day 1 


D ^y2 Day 3 Payj_ 


Day 5 


Line 1 
line 2 

T ,me 3 


3.0% 
2.0% 
5.0% 


1.5% 
2.5% 
0,5% 


3.5% i.o% 2.0% 
0.5% i.o% l.o% 
10% 1.5% 2.50/q 


1.0% 
none 
2.0% 
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1.7% 



1.2% 



1.8% 



1.0% 



(H) Protein synthesis patterns in serum starved bovine ES lines- 

We have characterized the protein synthetic activity of bovine ES-lilce lines exposed to low 
serum concentration. Cells were placed in medium containing 0 5% PCS a™TL~ *Tl 
periods to examine their ability to uptake and mcorpor^e ramlf^T ested specific 

Harvested cells were incubated for 2 h^in medium^n^g ^sTmeS ^^.^ 
mmol; Amersham, Canada). After incubation they we^nea ^^lu Z ' ^ ° 
disrupted in SDS dissociation buffer. Total uptal (active ^ p^) ^ 

assessed by counting the SDS-dissociated extracts and acid precimtaMe ^methionine was 

TCA precipitation on paper filters. Results indicaT Z ll ^e — — * * 

increased by serum starvation within the first 24 h of culture (Fi g ;T NonT^ 3° -7" 
ceUs are able to recover from the initial shock and reh , m ,o , ' aPPCaiS ^ 

days of culture with 0.5% PCS and ^^^^^j^ f 0 ~ ^ ^ 5 
The syndesis of new proteins did not vary si J^yl^^ tr*"- 

Pi8 ' 1 " ^r si :i;iT m ;. tarvation co - 5% fcs) on the ^ — - ^ «, 

Uptake ^corporation Ratio !n C: Tj pt 




o q j 2* T To ' J ° 0 

Days after Serum Starvation 



, 0 25 10 

Days after Serum Starvation 



_ 0 1 2 5 10 
Days after Serum Starvation 



(Hi) Cell cycle stages in serum starved bovine ES cells 

Flow cytometric measurements are routinely used to ascertain the staize of th* , r 

meftoda (in ,T 7^°° mi -*-*». "-Hon by sovcral ^ <J 

* — , - co^ ^^ 4 ^^i~rrr^srr: 
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station during the first 24 h of culture at 0.5% FCS CTable 5). During the second day of starvation, 
some ones remain unchanged whereas others appear to respond by shifting to xnore G2 cells, suggest 
prohferanon. Further lines need to be examined for longer periods of serum starvation to detune 
whether GO synchromzatton can be achieved after several days of culture at low levels of FCS 
cycle synchromzatxon studies have also been performed in a bovine embryonic fibroblast cell line Due 
to the ease m separating fibroblast cells with trypsin, the quality of the isolated cell population^ Xl2l 
supeoor for flow cytometric studio, than those obtained with ES-bke lines. This boX>^ ^ 
tee produced over 95% G0/Q1 cells within the first 24 h of culture. Moreover, no change T^Z^ 
of cell cycle synchronization was observed throughout a 10 day period of serum starvaufl 

Table 5 - Flow cytometric readings showing the percentages of bovine ES-hke cells at different stages 
of the cell cycle after several days of culture in 0.5% FCS. 



Bovine 



25210 . Dayl Dav2 

T^f 5 ^ * ^ QUG0 S G2 - Qi/r*) / ^ 

ff* 59.5% 12.1% 28.4% 56.9% 12.3 ^ 56.7% 13.1 ioT" 

606% 120% 61.8% 8.9% 293 , 8 . 3 % s ^ 

— 6Q.5% 12.1% 27 . 9 o /o 59 ,^ IO ^ T^qT ^ 15 , 70/o 43 5 ;^ 

f2vj Historic HI composition in serum starved bovine ES cells 

comnn ™ C fmal ° fSemm Nation to be examined was the degree of modification in chromatin 

^e^^r^T*? for foms ° f histonc m > * res ;:^: 

lor tne solenoid shape of nuclear DNA TTic+rvrn- tti u„„ ^ * 

- . ^ L,JNA " rlistone HI has been shown to be correlated with tu<* 

^anscrmnonal activity of chromatin in several animals, including cattle (Smith et al ^otTer 
form of hxstone HI, lenown as Hl<> is fc^ to appear m terminally ^f^d i^I 

It; : ^«-~.*^ o^-e HI. Our objective in these studies was tola^ne L 
S °Z 1 " Sl0ne H1 com P-*— * nuclei of bovine ES-like cells exposed to low concentrations of FCS 
^ Moreover to vertfy whether serum station conditions could induce the assembly^rr on f 0 S 

were removed at dxfferent peoods and examined by immunohistochemistry for somatic HI and Hl<» 
These stuehes were performed in collaboration with I*. Hugh Clarice from the Dept of Obste^rit aid 

S 0 LT b UniVCTSi ^ ^ **** - « ~ Mstone HI shotriotg 

stazmng from the begmmng of the starvation period and no indication of a decrease in strenstf 
ttuoughout a perrod of ,0 days at 0.5% FCS. However, whereas Hl<> was absent in nuclei "oft^T 

^ 5 ^ ^ " W PCS ' ^ ^ 6(31 -« ^ showin: s g^f 

com P Zr t ; f -dergo chromatin changes to the^ hSTone 

complement smular to those of terminally differentiated cells. These modifications to chroma^ 

~rotr y bC ~ ^ 3 — r — « - — -or nu^j" 



Objectif 3 - 



^IZZT ^ Pr ° tOCOleS dC tranSfert ^ D ° ya - <" «e ceUu.es 



• ^ ^ 8°^ ^ this section was to fine tune the techniques for reconstructing bovine ooevtes 
using ES-hke cells as nuclear donors One of th« oocytes 
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with a fine bore pipette in medium with cytochalasin. Although many cells are destroyed during this 
procedure, enough cells can be obtained that show a viable morphological appearance. 

0) Establishment of a protocol for NT using activated oocytes 

The method of transfering of nuclei to metaphase stage oocytes has been widely perfected in 
previous studies. However, the main factor influencing the initial nucleo^ytoplasmic interactions after 
fusion is the contrast in the high levels of MPF of the cytoplast and low MPF of the interphase stage 
nuclear donor cell. This leads to premature chromosome condensation (PCC) of the donor chromatin 
and, in some instances, chromosomal pulverization. To avoid PCC, recipient oocytes can be artificially 
activated after enucleation and before fusion. However, many oocytes fail to respond adequately to the 
activation stimulus leading only to a temporary fall in MPF levels which re-gain pre-activation levels of 
MPF shortly after. Moreover, manipulated oocytes need to be stained with DNA specific dyes and 
exposed to UV light in order to ascertain whether enucleation was effective. We have devised a novel 
method of oocyte enucleation (Telophase enucleation) that is based on activation oocytes and waiting for 
the second polarbody extrusion before enucleation CBordignon and Smith, 1997). The precise 
positioning of the telophase plate with the second polarbody enables a reliable enucleation without need 
for DNA dyes or UV irradiation, both known to affect the development of embryos. High percentages of 
successful enucleation were obtained using the telophase technique performed at 3 h (97%), 4 h (98%) 
and 5 h (92%) after activation with ethanol. Significantly lower percentages of enucleations were 
obtained using the metaphase technique (59%) in which close to 30% of the cytoplasm surrounding the 
first polarbody is removed. Studies using blastomeres from day 5 morula showed a significant 
improvement of the telophase technique compared to metaphase enucleation using aged and cooled 
secondary oocytes (Table 6). 

Table 6 - In vitro development of reconstructed embryos using telophase H and aged recipient cytoplasts. 

Experimental No. of No. of Fusion Blastocyst No. of nuclei per 

-^"P oocytes? replicates (%) (% ) blastocyst (SB) 

Telophase n 215 6 129(58.1) 49(38.0)* 126.2 (10.49)c 

Metaphase fl 248 6 151(59.7) 24q6.0)b 83.7 (8.69** 

Different superscript within columns denote significant differences (a,b /><;0.001; c.d P<0.02) 

fit) Nuclear transfer with bovine ES cells 

With the above information we were able to initiate experiments using donor cells from our 
bovine ES-like line. ES cells were disaggregated as described above, placed in the periviteUine space of 
enucleated oocytes and exposed to an electric pulse that causes fusion between the membranes of the 
donor and recipient cells. The electrical parameters used had to be adjusted for the procedure for ES- 
cells smce these are significantly more sensitive to lysis due to the electric pulse. We have been using 
double 100 usee pulses of 1.5 KVolts per cm, that is significantly more efficient than single pulses of 
similar intensity and length. Electrical stimulation must be performed as soon as possible after placing 
the nuclear donor cell in the perivitteline space to obtain better fusion results. None the less, fusion 
efficiency is substantially lower with ES cells than blastomeres (Table 7). We are currently trying to 
obtain an inactivated viral solution that has fusogenic properties with bovine cells. Phytohemoaglutmin 
has been added to enhance the apposition between the nuclear donor cells and the enucleated ooplasts at 
the nme of exposure to electric pulse. After fusion the embryos are cultured for 7 days in the presence of 
Menezo's B2 medium supplemented with 1 0 % fetal calf serum. 

Table 7- Fusion and development of bovine reconstructed with nuclei from bovine ES-like cells 
exposed (starved) or not (control) to low concentrations of FCS. 
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Metaphase II 



Telophase n 



Number 


33 


42 


^onxroA 

Jo 


Starved 
38 


Fused 


12 


13 


11 


13 


(%) 

Cleaved 


(36%) 
2 


(31%) 
4 


(30%) 
5 


(34%) 
3 


(%) 

Blastocysts 


(17%) 
1 


(31%) 
1 


(45%) 
3 


(23%) 
2 


(%) 


(8%) 


(8%) 


(27%> 


(15%) 



Establishment of culture system free of serum 

One of our proposed objectives was to establish defined culture conditions not requiring serum 
Our others aims were to (i) verify whether low atmospheric levels of oxygen would improve the 
developmental competence when in the absence of serum and (ii) if bovine oviductal epithelial cells 
Z ™7 ^ ^T CSSa ° r t0 ° btain Wgh yieM «>f blastocysts. Briefly, results at 20% oxygen demonstrate 
ftat Menezo s B2 medium can be used without serum with no interference on blastocyst yield (Table 8) 
Moreover, TCM-199 with BSA 30 mg/ml is also an efficient culture medium to produce blastocysts 
(37/o) when used in the absence of serum. In both the above cases the addition ofBOEC is an important 
component to obtain optimal blastocyst yields. In contrast, cultures at 5% oxygen in the presence of 
BOEC yielded very few blastocysts. 



Table 8- 



EfFects of serum supplementation during culture on the production of bovine blastocysts in 
vitro. 



Serum 




20% 


oxygen 


5% 


oxygen 






BOEC 


no BOEC 


BOEC 


no BOEC 


YES 


Blastocysts 


45% 


21% 


7% 


26% 




(No. of nuclei) 


(119) 


_ (42) 


(85) 


(113) 


NO 


% Blastocyst 


47% 


17% 


8% 


28% 




(No. of nuclei) 


(155) 


(23) 


(81) 


(118) 



Objectif 4 - Caracteriser les embryons produits par transfert de noyau* 

Although most of the experiments in this section will be undertaken during the third year of the 
project, several studies have already been initiated and are described below. 

CO Utilization of transfected cell lines in NT 

As goat embryonic fibroblast (GEF) cells were more readily transfected, GEF lines transfected 
with the green fluorescent protein (GFP) were used in preliminary nuclear transfer trials. The recipient 
cytoplasts were enucleated m vitro matured bovine oocytes, whereas the donor cells were GEF-GFP As 
shown below (Table 9) , some eariy stage embryos that showed expression of were obtained. As a 
clonal hne of GEF-GFP cells was used, all cells were expressing the GFP. Non fused donor cells could 
be readny identified as they fluoresced while the recipient cytoplast did not. GFP positive embryos 
produced by pronuclei microinjection frequently show mosaic expression (positive and negative cells in 
the same embryo) and disappearance of positive GFP expression with continued development. Ongoing 
studxes wxll determine whether GFP positive embryos produced by nuclear transfer show similar GFP 
expression patterns. 
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Tabled Development potential and characterization of bovine oocytes reconstructed with nuclei 
derived from a transfected goat embryonic fibroblast cell line. 



Donor x recipient 
cells 


Number of 
Reconstructed 
embryos 
produced 


Number of 2- to 
8-cell stage 
embryos 


Number of >8- 
cell stage 
embryos 


Number of 
embryos 
expressing GFP 


GEF-GFP x bovine 
recipient cytoplasts 


42 


30 


2 


9 

C21%) 



[3. Les comment aires finales 



These results show clearly that most of our objectives for the first part of the project have bee n 
achieved. We are now ready to trausfect the bovine fibroblast cell Hue which will he JEZ^TJZ 
*e production of transgenic bovine embryos. In the mean tune, bovine embryonic fibrTblttTw^ 

nuclei transplantation. Reconstructed trangenic embryos will be characterized for the presence of the 
transgene and transferred to synchronized recipients to obtain information on the poLn^ll^uo! 
vxabmty and their potential to support development to term. P implantation 
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